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PHESENTACIﬁNl

En este libro se presenta a la comunidad en general, los resultados obte-
nidos durante la ejecucion y desarrollo del proyecto de investigacion titu-
lado “Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas magnéticas de oxidos
de hierro con aplicaciones en el tratamiento del cancer” financiado por la
Institucion Universitaria CESMAG. En este documento se analiza como
las propiedades de las nanoparticulas influyen directamente en la capa-
cidad que estas tienen en el tratamiento de hipertermia y como la nano-
tecnologia ofrece una alternativa para el tratamiento del cancer, sin usar
sustancias quimicas v radioactivas de alta nocividad.

El documento consta de nueve capitulos, organizados de la siguiente
manera: en el primer capitulo se presenta la introduccion al tema de la
investigacion y la importancia de la nanotecnologia en aplicaciones bio-
médicas; en el segundo capitulo se presentan los principales aspectos
gue motivaron la investigacion, mientras que en el tercer capitulo se
hace una recopilacion de los antecedentes vy el estado del arte de Ia te-
matica a tratar para continuar con el capitulo cuarto vy quinto, en los
cuales se desarrolla el marco tedrico, haciendo énfasis en las propieda-
des magnéticas de las nanoparticulas y en los procedimientos de sinte-
sis y técnicas de caracterizacion.

Se continda con el planteamiento metodologico de la investigacion en el
sexto capitulo, en donde se presenta la descripcion del procedimiento de
sintesis vy los métodos para la determinacion de las propiedades fisico-
guimicas de las nanoparticulas sintetizadas. En los capitulos séptimo vy
octavo se presentan los resultados obtenidos al evaluar el efecto de la
temperatura de sintesis y de las diferentes capas surfactantes en la es-
tructura cristalina, tamano de particula, composicion, estabilidad térmi-
ca, propiedades magnéticas vy el efecto citotoxico de las NPM.

Se finaliza la seccion de resultados con el capitulo noveno, en el cual se
realiza un modelado fisico de los resultados obtenidos para que los
mismos puedan ser explicados por los modelos fisicos tedricos acepta-
dos. Finalmente se presentan las conclusiones recopiladas después del
analisis de los resultados obtenidos en funcion del objetivo propuesto.
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Figura 1. 1.

Fotografia de Richard Feynman en 1965, tomada antes de recibir el premio Nobel, que reposa, en la
Real Academia Sueca de las Ciencias. Por: The Nobel Prize Organization, (1965), The Nobel Prize in
1965. Recuperado de https:/www.nobelprize.org/nobel _prizes/physics/laureates/1965/

Se dice popularmente que el primer impulsor de la nanociencia es el
fisico estadounidense Richard Feynman ganador del Premio Nobel en
1965 (Figura 1. 1), quien, durante la reunion en 1959 de la American
Physical Society, ofrecid una conferencia titulada “There is plenty of
room at the bottom’, (traducido al espanol: "Hay mucho espacio al
fondo"”), en cual expuso los pilares de lo que mas tarde se conoceria como
nanotecnologia (Feynman, 1960). Aquello que en su momento no era
nada mas que un sueno y un reto a los cientificos de la época vy los que
vendrian, hoy, casi 60 anos después, los cientificos, vemos al pasado y le
damos gracias por esas palabras, su mensaje ha trascendido el pasar de
los anos y hoy podemos decir mision cumplida. La nanotecnologia se ha
convertido en una herramienta del quehacer cientifico, brindando nuevos
vy fabulosos retos, a nosotros, los cientificos que hemos decidido conver-
tirla en nuestro dia a dia.

Cuando se habla de nanociencia y nanotecnologia se hace referencia al
estudio vy aplicacion de sistemas extremadamente pequenos que
pueden ser encontrados en todos los campos de las ciencias (Binns,
2010). El uso de materiales a escala nanomeétrica (1 nm = 10-9 m) para
diferentes aplicaciones ha sido ampliamente estudiado a nivel mundial;
recientemente existe un creciente interés en la aplicacion de ese tipo de
materiales en la medicina, especialmente en el tratamiento de diferen-
tes tipos de cancer (Grossman & McNeil, 2012).

Uno de los tratamientos del cancer mas promisorios y actualmente in-
vestigado es la terapia por hipertermia magnética (HM) usando nanopar-
ticulas magnéticas (NPM) de oxidos de hierro, (Dutz & Hergt, 2014). En
este tratamiento, las nanoparticulas son utilizadas como pequenos cale-
factores de las células tumorales, asi, cuando la temperatura celular llega
a los 40°C se activa el proceso apoptotico de muerte celular (muerte na-
tural) vy si se alcanzan temperaturas por encima de los 50°C se activa el
proceso necrotico de muerte celular (muerte inducida, puede causar infla-

macion, dolor e infeccion) (Hilger & Kaiser, 2011), (Nielsen, Horsman, &
Overgaard, 2001), (Hilger, et al., 2002).

Enla HM, las NPM son internalizadas por las células mediante procesos
de endocitosis v las mismas se agrupan en endosomas o liposomas. Una
vez las NPM se encuentren dentro de la célula, se aplica un campo de ra-
diofrecuencia (RF) para aumentar la temperatura y causar la muerte ce-
lular. Estos campos son similares a los campos utilizados durante la ob-
tencion de imagenes por resonancia magnética nuclear (MagForce,
2015). El éxito de la terapia esta en optimizar las propiedades de las
NPM desde los procesos de sintesis, en especial las propiedades relacio-
nadas con su capacidad para transformar energia magnética en energia
térmica, tal como se ha formulado tedricamente por diversos autores
(Rosensweig, 2002), (Landi, 2014).

El presente libro se enfoca en el desarrollo de un material nanoparticula-
do y biocompatible con propiedades fisicoquimicas que puedan ser apro-
vechadas en el tratamiento por hipertermia magnética. Se presenta un
proceso quimico de sintesis de NPM de oxidos de hierro que permite ob-
tener oxidos de hierro que producen una mayor disipacion de calor,
cuando son sometidos a campos de radiofrecuencia (RF). El interés princi-
pal de estudio radica en la posibilidad de controlar las propiedades fisicas
y quimicas de las NPM que sean utiles para el tratamiento v diagnostico
varios tipos de cancer tal como se ha propuesto en varios estudios alre-
dedor del mundo (Golovin, Klyachko, Majouga, Sokolsky, & Kabanoy,
2017), (de Sousa, et al,, 2013), (Weinstein, et al., 2010), (Gupta & Gupta,
2005). Esto solo es posible si las NPM son biocompatibles, estables en
soluciones de pH neutro vy son superficialmente funcionalizables.

Es asi como la eficacia de las NPM en el tratamiento de HM, queda redu-
cida al estudio de las propiedades que modifiquen el tiempo de respues-
ta a cambios en el estimulo (campo RF), cominmente llamado tiempo de



relajacion magnética. Los mecanismos de relajacion magnética han sido
estudiados ampliamente desde 1949 a partir del trabajo de Néel donde
se define al tiempo de relajacion como el tiempo en el cual el momento
magneético de la particula se encuentra en una posicion de minima ener-
gia. La energia necesaria para pasar de una posicion a otra de menor
energia esta determinada por el tamano de la NPM v de su constante de
anisotropia magnética. (Néel, 1949). Ademas de las propiedades de las
NPM, el tiempo de relajacion puede verse modificado por las condiciones
del entorno como la viscosidad del medio o la presencia de interacciones
dipolares. La modificacion del tiempo de relajacion debido a la viscosidad
del medio, introdujo un nuevo mecanismo de relajacion magnética rela-
cionado con la capacidad de rotacion de las NPM en un medio viscoso
(Brown, 1963).

Debido a que las NPM dentro de las células son sometidas a una agrega-
cion durante el proceso de internalizacion por fagocitosis, la influencia de
las interacciones dipolares en el tiempo de relajacion de las NPM ha
tomado un nuevo interés. El efecto de las interacciones es aumentar el
tiempo de relajacion (Dorman, Bessais, & Fiorani, 1998) lo cual puede
producir un aumento o una disminucion de la capacidad de absorber
energia de las NPM, favoreciendo, o no, sus aplicabilidad en tratamien-
tos de HM (Landi, 2014).

Los oxidos de hierro, tales como la magnetita (Fe304) y la maghemita
(y-Fe203) son los Unicos materiales, que cumplen con las condiciones
anteriormente nombradas, y estan aprobados por la US-FDA (siglas de
United States Food and Drug Administration Agency) para su aplicacion
en tratamientos médicos en humanos (US-FDA, 2011). Estos materiales
tienen propiedades anfoteras, lo cual permite su funcionalizacion super-
ficial mediante procesos quimicos ampliamente utilizados tales como
descomposicion a alta temperatura a partir de un precursor inorganico
(Sun, et al., 2004) o co-precipitacion a partir de sales de hierro (Gaihre,
Myung, Douk, & Hak, 2009), (de Sousa, et al., 2013).

Su uso para el calentamiento de tumores fue propuesto por primera vez
en 1957 utilizando particulas micrométricas de magnetita (Gilchrist, et
al., 1957) . Estaidea fue posteriormente retomada en 1996 momento en
el que se comienzan a definir las bases experimentales y teoricas, para el
establecimiento de la hipertermia magnética (HM) como terapia para el
tratamiento de tumores cancerigenos (Jordan, et al., 1996).

En Colombia se han realizado algunos estudios teoricos (Mazo Zuluaga,
Mejia-Lopez, & Restrepo, 2008) donde se analiza, a partir de simulacio-
nes Montecarlo, el efecto de la energia de anisotropia de superficie sobre
las propiedades magnéticas de NPM de Fe304. Estudios de la respuesta
inmunologica de diferentes nanomateriales tambien han sido objeto de
estudio (Santa & Lopez Osorio, 2013) donde se presenta una revision de
los principales aspectos del diseno de nano-transportadores poliméricos
para la liberacion controlada de medicamentos, de vital importancia para
la hora de realizar recubrimientos biocompatibles. Actualmente se ha
trabajado mucho en mejorar los procesos de sintesis de NPM (Mera,
Mera, Cordoba, Paredes, & Moran, 2013), (Martin, T; Ortega, D; Montoya,
P; Arnache, O; Calderan, J, 2014), y en determinar correctamente las pro-
piedades magnéticas de los materiales obtenidos (Lopez, et al., 2014),
(Mejia Lopez, Mazo Zuluaga, Lopez Moreno, Dugue, & Romero, 2014).

Los resultados aqui presentados brindan nueva informacion sobre la in-
fluencia de las propiedades de las NPM en la disipacion de calor vy
ademas se contribuye con nuevos y mejorados procedimientos de sinte-
sis que permitan la optimizacion tanto de recursos o insumos como de
las propiedades del producto final. Esta investigacion se enmarca en un
campo actualmente abierto, por lo cual nuestros resultados son de utili-
dad, no solo para los cientificos colombianos, si no para los cientificos a
nivel mundial.
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Historicamente, las formas mas efectivas para tratar el cancer se basan en
el uso de farmacos v altas dosis de radiacion que no discriminan las células
sanas de las cancerigenas v dejan secuelas permanentes en las personas
gue son sometidas a estos tratamientos. Con el desarrollo de la nanomedi-
cina, se han disenado nuevos métodos de terapia y diagnostico de baja noci-
vidad, la mayoria de estos procedimientos se basan en el uso de las propie-
dades fisicas de algunos materiales y del mismo cuerpo humano; es asi
como nuevos retos han surgido en el momento de comprender el funciona-
miento de estas terapias (Grossman & McNeil, 2012), ya que las mismas re-
guieren un tratamiento multidisciplinar mucho mas amplio.

Tal es el caso de Ia hipertermia magnética en la cual se utilizan nanopar-
ticulas magnéticas (NPM) que son internalizadas por las células via en-
docitosis (Jordan, Scholz, Wust, Fahling, & Felix, 1999). Al someter estas
células a un campo magnético de radiofrecuencia las NPM liberan ener-
gia en forma de calor aumentando la temperatura y matando a las célu-
las. (Pankhurst, Connally, Jones, & Dobson, 2003), (Giard, et al., 1973).

Enla Figura 2. 1, se presenta una relacion de numero de articulos cienti-
ficos publicados en los cuales las palabras nanomedicina e hipertermia
se encuentra en su interior (Scopus-Elsevier, 2017). Es importante resal-
tar el crecimiento del numero de articulos publicados entre los anos
2008y 2016, pero mas importante aun es el caracter multidisciplinar de
las investigaciones, teniendo un maximo de publicaciones en el area de
Ciencias de los Materiales para la nanomedicina y de publicaciones en
Medicina para hipertermia, lo cual indica que aun se realiza investigacion
basica en nanomedicina, tratando de encontrar nuevos materiales vy
nuevas aplicaciones de los va existentes como la hipertermia que ya esta
pasando a formar parte de la ciencia aplicada, con estudios basados en
la respuesta del cuerpo humano a estas terapias.

Desde el punto de vista de |as ciencias de los materiales vy la fisica, la pro-
piedad o parametro de mérito que permite determinar la cantidad de
calor entregado por las NPM al medio, y por lo tanto determina su uso en
HM, es la velocidad especifica de absorcion de potencia (SAR). EI SAR de-
pende de las propiedades fisicas de las NPM como la magnetizacion de
saturacion, constante de anisotropia v tamano, de las propiedades del
medio como la viscosidad, de las propiedades del campo aplicado (@ampli-
tud v frecuencia) y de las interaccion quimica entre las NPM vy el medio
(Rosensweig, 2002), (Coral, et al., 2014). Indistintamente, también se
acostumbra a utilizar SLP acronimo inglés para velocidad especifica de
liberacion de potencia (Soetaert, Kandala, Bakuzis, & lvkov, 2017).

Aunqgue existen aplicaciones clinicas exitosas en cuanto al uso de NPM
para tratar diversos tipos de cancer (MagForce, 2015) atn no existe un
consenso sobre como se produce calor en sistemas nanoparticulados
agregados, similares a los que se encuentran en los endosomas celula-
res (de Sousa, et al., 2013), (Salas, et al,, 2014), (de Sousa, et al., 2016).
En este sentido, es necesario el estudio sistematico de las diferentes
propiedades de las NPM como forma, tamano y magnetizacion de satu-
racion las cuales influyen directamente en el SAR de las mismas.



Figura 2. 1.

Ndmero de articulos relacionados con hipertermia y nanomedicina publicados (a) entre los anos
2008-2016, (b) y por disciplina. Fuente (Scopus-Elsevier, 2017).
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Terapia por Hipertermia
Magneética y Nanoparticulas
de Oxidos de Hierro.

Como va se dijo antes, el uso de particulas magnéticas para el tratamiento
del cancer, ha sido de interés desde 1957 (Gilchrist, et al,, 1957). A partir de
este momento, los temas de investigacion que se han abordado han busca-
do explicar la naturaleza de los mecanismos que permiten la transduccion
de energia magnetica a energia térmica. Mundialmente, se han utilizado
NPM de magnetita como transductores de energia, aprovechando su baja
toxicidad vy la posibilidad de controlar las propiedades fisicas y quimicas de
estas, mediante su sintesis (de Sousa, et al., 2013).

La magnetita (Fe304) es un oxido de hierro cuya estructura cristalina se
conoce como espinela invertida donde los cationes Fe2+ ocupan unicamen-
te posiciones octaédricas mientras que los iones Fe3+ se distribuyen entre
las posiciones

tetraédricas vy octaédricas como se muestra en la Figura 2. 2.

Las propiedades magnéticas de la magnetita se conocen desde la anti-
gua Grecia (su nombre proviene de la ciudad griega de Magnesia). En su
estado natural, en bloque, el magnetismo de este material, es producido
por la interaccion de dominios magnéticos formados en su interior. De
esta forma, cuando todos los momentos magnéticos de los dominios
estan orientados en la misma direccion se obtiene un material ferromag-
néetico (O'Handley , 2000).

A medida que se reduce el tamano del material, la organizacion estructu-
ral de los atomos de Fe y O tiende a mantenerse, este gasto energético
se ve compensado por |a liberacion de las paredes de dominio, cuando se
llega al tamano nanometrico estas paredes desaparecen vy se obtiene un
material ferromagnético monodominio (Papaefthymioua, 2009). El ca-
racter monodominio de las NPM de magnetita es su principal caracteris-
tica y permite su aplicacion en tratamientos de hipertermia magnética.

Para permitir su estabilizacion en medios liquidos, se necesita que la su-
perficie de las NPM sea funcionalizada quimicamente, esto se logra ad-
hiriendo un acido organico a la superficie que deje expuesta una carga
eléctrica para lograr asi una estabilizacion electrostatica o estérica (Bar-
beta, Jardim, Kiyohara, Effenberger, & Rossi, 2010). Para aplicaciones
biomédicas se necesita que este recubrimiento sea biocompatible, por lo
cual compuestos organicos como el acido citrico o biopolimeros como el
quitosano han sido utilizados cominmente (de Sousa, et al.,, 2013),
(Coral, et al., 2014). Una vez funcionalizadas vy estabilizadas, las NPM
pueden re-suspenderse en un medio liquido, originando una suspension
coloidal conocida como ferrofluido.

Debido a las interacciones térmicas entre la fase liquida y la fase solida
del coloide, se espera que, en ausencia de campo magneético, el ferro-
fluido tenga respuesta magnética nula debido a que los momentos
magneticos de cada NPM estan orientados aleatoriamente. Al aplicar un
campo magneético externo, los momentos magnéticos se alinean en la

direccion de la aplicacion, generando una pequena respuesta magnética
la cual toma un maximo cuando la intensidad del campo es tal que ha
alineado todos los momentos magneéticos. Cuando el campo externo es
retirado, se espera que la magnetizacion del ferrofluido vuelva a cero. El
comportamiento previamente descrito, es igual al comportamiento
magnético descrito por un material paramagnético (Passos Guimaraes,
2009). En los materiales paramagnéticos la respuesta magnética es
provocada por momentos magneéticos atdomicos, mientras que en las
suspensiones coloidales la respuesta es provocada por el momento
magnético de cada particula (~104 veces un momento magnético ato-
mico), este comportamiento se conoce como superparamagnetismo
(Bean & Livingston, 1959).

En este punto, es importante aclarar que el caracter superparamagnéti-
co de una suspension coloidal, esta intimamente ligado con el tiempo de
observacion de la técnica utilizada para estudiar el coloide, es decir, las
técnicas de medidas magnéticas utilizan un tiempo de muestreo en el
cual obtienen un valor promedio de la propiedad magnética que se desea
determinar (usualmente el momento magnético), si este tiempo es muy
largo, las oscilaciones térmicas producen que los momentos se vean
aleatoriamente direccionados por lo cual la lectura del instrumento sera
nula; por el contrario, si el tiempo de medida es menor que el tiempo en
el cual la direccion de los momentos cambia debido a las interacciones
térmicas, el instrumento reportara una magnitud diferente de cero.
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Figura 2. 2.

Estructura cristalina de la magnetita Fe304. Por M. Okube & S. Sasaky (2014), Site-specific electronic
structures of ferrimagnetic Fe304 measured by resonant X-ray magnetic scattering, p. 1390.
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Este tiempo en el cual cada momento magnético cambia de direccion se
conoce como tiempo de relajacion magnética. Este tiempo esta relacionado
con el caracter cristalino de las NPM (energia de anisotropia magnética), de su
tamano, del medio donde se encuentran (tamano hidrodinamico vy viscosidad
del medio) y de la temperatura a la cual se realiza la medida. De esta forma,
cada NPM tiene dos opciones para cambiar la direccion de su momento mag-
nético: reorganizar su estructura para cambiar la direccion (mecanismo de Néel)
0 girar completamente (mecanismo de Brown). Cada mecanismo tiene un
tiempo caracteristico, y no pueden presentarse simultaneamente para una
misma particula, por lo cual el mecanismo con mayor probabilidad de ocurren-
cia es aquel que tiene el menor tiempo de relajacion (Spaldin, 2011).

El tiempo de relajacion, también puede definirse como el tiempo en el
cual existe |la probabilidad de que el momento de una NPM supere una
barrera de energia y cambie de direccion entre dos configuraciones de
minima energia. Este modelo, donde cada NPM puede estar en una de
dos posiciones de minima energia se conoce como modelo de doble
pozo (Stoner & Wohlfarth, 1948). Esta barrera de energia puede modifi-
car su altura si existen otro tipo de interacciones entre particulas, espe-
cialmente se estudia el efecto de las interacciones dipolares en la altura
de esta barrera. Diferentes modelos tedricos se han elaborado para
tratar este problema (Dorman, Bessais, & Fiorani, 1998), (Landi, 2014),
(Tan, Carrey, & Respaud, 2014). Las interacciones dipolares acttan au-
mentando la barrera de energia y por lo tanto el tiempo de relajacion,
por lo cual su control es vital para mejorar las propiedades de las NPM
(Coral D. F., 2015).

El parametro de mérito usado para cuantificar la cantidad de energia
magnética transformada en calor se conoce como velocidad especifica
absorcion de potencia (SAR). El SAR es proporcional al area encerrada
por el ciclo de magnetizacion multiplicada por el numero de veces que se
recorre el ciclo (frecuencia del campo externo) (Rosensweig, 2002).

La optimizacion del SAR de una suspension coloidal se logra optimizando
el tiempo de relajacion de las particulas que lo componen. De esta forma,
se obtiene un mayor SAR cuando las NPM utilizan el mecanismo de rela-
jacion de Brown, esto se logra aumentando el tamano de las particulas y
ha sido demostrado inmovilizando las NPM en agar, observando que el
SAR obtenido de las NPM en estado coloidal es mayor que el SAR obteni-
do de las mismas NPM inmovilizadas (Salas, et al., 2014).

El mecanismo de relajacion de Néel es susceptible a un cambio en el en-
torno energético de las particulas, de esta forma, el tiempo de relajacion
de Néel aumenta cuando aumentan las de interacciones magnéticas
(Dorman, Bessais, & Fiorani, 1998). El efecto de las interacciones mag-
néeticas en el SAR es un campo de discusion en la actualidad puesto que
no hay consenso sobre su verdadero efecto, mientras que existen repor-
tes donde se demuestra experimentalmente que al aumentar las inte-
racciones dipolares el SAR aumenta, también hay un igual namero de re-
portes donde se observa que exactamente lo contrario (Jeun M., et al.,
2010), (Urtizberea, Natividad, Arizaga, Castro, & Mediano, 2010), (De la
Presa, v otros, 2015), (Hugouneng, et al.,, 2012).

Aunqgue estudios teodricos han demostrado que cuando la intensidad de
las interacciones dipolares aumenta levemente, iniciando desde un sis-
tema no interactuante, el SAR aumenta con las interacciones, pero
cuando el sistema es altamente interactuante el sistema se comporta
como un sistema ferrimagnético y el SAR disminuye a medida que se au-
mentan las interacciones (Landi, 2014). Sintetizar una suspension coloi-
dal magnética en la cual se pueda sintonizar las interacciones magnéti-
cas para modular asi el SAR es el reto de las investigaciones actuales de-
sarrolladas en este ambito de Ia fisica.

\VVarios conceptos abordados en esta seccion seran explicados con mayor
profundidad en el capitulo siguiente.
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3.1

Conceptosy
aplicaciones meédicas.

Se puede decir que la nanotecnologia, es el proceso de manipulacion de
la materia a nivel nanométrico, un nanémetro (nm) es la mil millonésima
parte de un metro; para tener un contexto mas claro, un ser humano
tiene una altura promedio de 1.7x109 nm (1.7 m), una hormiga de jardin
tiene un largo de 3x106 nm, una célula sanguinea mide alrededor de
5.000 nm, el virus H1N1 mide entre 80 v 120 nm, mientras que una
cadena de ADN mide apenas 3 nm.

Es sabido que tanto el ADN como los virus son moléculas, es decir arre-
glos de unos cuantos atomos; el tamano del atomo de carbono (del cual
esta compuesta toda la materia organica) es de 0.07 nm, por lo tanto en
el espacio ocupado por una molécula de ADN caben casi 43 atomos de
carbono, es aca, en esta escala, donde trabaja la nanotecnologia, es
decir, materiales formados por unos cuantos atomos (Coral & Mera Cor-
doba, 2016). Un ejemplo grafico, similar al anterior, se presenta en la
Figura 3. 1 (Annunziato, 2016).
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Figura 3. 1.

Escala de tamano de diferentes objetos v sistemas. Por M. Annunziato (2016), Nanomedicina.
Recuperado de http:/asovenac.org/asovenac-2/nanomedicina/.



Es sabido que tanto el ADN como los virus son moléculas, es decir arre-
glos de unos cuantos atomos; el tamano del atomo de carbono (del cual
esta compuesta toda la materia organica) es de 0.07 nm, por lo tanto en
el espacio ocupado por una molécula de ADN caben casi 43 atomos de
carbono, es aca, en esta escala, donde trabaja la nanotecnologia, es
decir, materiales formados por unos cuantos atomos (Coral & Mera Cor-
doba, 2016). Un ejemplo grafico, similar al anterior, se presenta en Ia
Figura 3. 1 (Annunziato, 2016).

Un material se considera “nano’, si alguna de sus tres dimensiones co-
rresponde a la escala nanomeétrica, de esta forma, los materiales pueden
ser hilos o tubos, placas o peliculas y particulas. Las propiedades de los
materiales nanomeétricos son diferentes a su contraparte a gran escala,
un ejemplo de esto, es la refraccion de luz por parte de nanoparticulas de
oro, si bien es conocido el color amarillo de los lingotes de oro, cuando
este elemento se manipula a nivel “nano” y se suspende en agua, la colo-
racion que tome la suspension, dependera del tamano de las particulas.
Tal como se observa en la Figura 3. 2 (Park, 2012), a medida que el
tamano de la particula aumenta, el color de la suspension pasa del rojo
hacia el violeta, esto es importante puesto que, dependiendo del
tamano, las nanoparticulas pueden absorber (y emitir) solo cierto tipos
de energia electromagnética (Coral & Mera Cordoba, 2016). Esto nos
indica que si modificamos levemente las propiedades de la materia en la
nanoescala, es posible encontrar aplicaciones que no podrian llevarse a
cabo en la escala macroscopica.

Por otro lado, la nanotecnologia también ha encontrado un gran campo
de aplicacion en la medicing, la disminucion del tamano de los materiales
vy el desarrollo de nuevas técnicas de diagnostico o terapia, han ayudado
a este apogeo de la nanotecnologia.

Entre las aplicaciones de los materiales nanométricos, hay un gran inte-
rés en la fabricacion de implantes con un reducido impacto en el organis-
mo, esto es, que sean cada vez mas biocompatibles. De esta forma, na-
nocristales de fosfato de calcio son usados para favorecer la integracion
de implantes dentales en el tejido 6seo (Navarro, Ginebra, & Planell,
2003), nanofibras de poli(acido glicolico) pueden entrelazarse para fabri-
car matrices extracelulares que favorezcan la regeneracion de tejidos
(Trejo Caballero, 2016), v nanotubos de carbono son utilizados como
electrodos para medir la informacion eléctrica de una neurona a la vez
(Mazzatenta, et al.,, 2003).

lgualmente, se ha desarrollado una importante linea de investigacion en
la entrega localizada de medicamentos, comunmente llamada drug deli-
very. Este procedimiento consiste en utilizar un nanomaterial como
transportador de las moléculas que componen un medicamento, o0 como
valvula que regule el paso del mismo a cierta célula, tejido u 6rgano (Mo-
hammed, 2016). Para esto, se han desarrollado nanoparticulas, las
cuales son modificadas superficialmente, con alguna molécula que per-
mita la adherencia, por medio de interacciones electrostaticas (entre
cargas eléctricas), de las moléculas del medicamento que se desea ad-
ministrar. Estas particulas pueden inyectarse en el torrente sanguineo
del paciente vy llevarlo hasta las células que necesiten el medicamento.

Otro campo actual de investigacion es el tratamiento y diagnastico del
cancer. Las propiedades opticas, eléctricas y magneéticas de nanomateria-
les se aprovechan para desarrollar nuevas terapias que conlleven a trata-
mientos menos invasivos y daninos al organismo como o son la radiotera-
piay la quimioterapia. Los tratamientos comunes para tratar el cancer, uti-
lizan farmacos antineoplasicos y terapias de radiacion que ademas de eli-
minar las células cancerigenas, también afectan a las células sanas, provo-
cando un leve envenenamiento por radiacion que se refleja, por ejemplo, en
la caida del cabello de las personas sometidas a estos tratamientos.

En vista de esto, se ha desarrollado, una terapia que aprovecha la capaci-
dad de las nanoparticulas para absorber energia de campos electromag-
néeticos vy liberarlos en forma de calor, y que debido al tamano de estas
particulas, este calor puede liberarse en forma controlada dentro de las
células cancerigenas, incrementando su temperatura y produciendo la
muerte de las mismas (Hergt, Dutz, Muller, & Zeisberger, 2006). Esta te-
rapia se conoce como hipertermia magnética intracelular (HMI).
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Figura 3. 2.

Cambio de coloracion en suspensiones acuosas de nanoparticulas con relacion al tamano de par-
ticula. Por D.F. Coral y J.E. Mera (2016), Nanoparticulas magnéticas: Una nueva opcion para el
tratamiento del cancer, p. 202

Aunmento de tamano
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4.1

Proceso de
magnetizacion.

La magnetizacion (M) de un material se puede definir como la suma vec-
torial de todos los momentos magnéticos que contienen sus atomos, o
los momentos magnéticos de cada particula, en el caso de una suspen-
sion coloidal de nanoparticulas magnéticas.

En ausencia de un campo magnético aplicado (H = 0)desde el exterior, un
sistemna de N nanoparticulas magnéticas tendra una magnetizacion neta
igual a cero debido a que las fluctuaciones térmicas producen que cada
momento magnético esté aleatoriamente orientado, promediando un
valor nulo de magnetizacion. Al aplicar un pequeno campo se inducira la
alineacion del momento magnético de algunas particulas en la misma di-
reccion del campo, la alineacion finaliza cuando H es lo suficientemente
grande para orientar todos los momentos magnéticos alcanzando Ia
magnetizacion de saturacion del sistema (Ms). Lo anterior se esquemati-
za en la Figura 4. 1. El campo al cual se alcanza Ms se conoce como
campo de saturacion.

El proceso fisico entre el estado no magnetizado al estado magnetiza-
do esta relacionado con la energia que el campo magnético otorga a la
nanoparticula, la cual esta definida por el efecto Zeeman, el cual dice
gue la energia de un momento magnético inmerso en un campo es
igual al producto escalar entre esas dos magnitudes, tal como se pre-
senta en la ecuacion (1).

(1)

—

E =-u. B=-uy,Hcos®

Donde p,= 41t x 10-7 Wb/A.mes una constante conocida como permea-

bilidad magnética del vacio, B= U, Hes el campo de induccion magnética
v 6 es el angulo formado por los vectores ?y B'tal como se representa
en la Figura 4. 2.

Figura 4. 1.

Proceso de magnetizacion de nanoparticulas, cuando el
campo es nulo (H = 0) los momentos magnéticos estan
aleatoriamente orientados y la magnetizacion es nula.

Fuente: Los autores




Cuando se aumenta un poco el campo magnético, algunos momentos
comienzan a orientarse en la direccion del campo vy la orientacion es total
cuando Hes muy grande. Si se invierte la direccion de aplicacion de H, se
invierte el sentido de la magnetizacion.

Eje Facil

Figura 4. 2.

Esquema de una nanoparticula con un momento magnético (y)inmersa en un campo
magnético (H). El vector momento magnético forma un angulo 6 con la direccion de H.

Fuente: Los autores

Cada momento magnético contribuye una cantidad pcosf a la magneti-
zacion M paralela al campo magnético. Si se consideran N particulas
idénticas la magnetizacion de todo el sistema sera:

M= N )

De forma que la magnetizacion en funcion del campo aplicado sigue una
ecuacion de la forma expresada en la ecuacion (2) y se conoce como fun-
cion de Langevin.

(2)

Hio H kBT
M= Nu | Coth - = NuL
,u[o o7 ) ,u,uOH] uL(c)

Segun la teoria de respuesta lineal a bajas intensidades de campo magne-

tico se cumple la relacion M= x, Hdonde x, es la susceptibilidad magnéti-
ca, la cual se puede escribir de la forma expresada en la ecuacion (3)

(3)

Ny? po
3kgT

Xo=



-nergia de anisot

‘opia
acion

v tiempos de rela
magnetica

Usualmente, las propiedades de las NPM no son completamente isotro-
picas, existen contribuciones anisotropas asociadas con la forma vy es-
fuerzos internos que pueden deformar localmente la estructura cristali-
na (Stoner & Wohlfarth, 1948). Si la particula tiene anisotropia uniaxial
(particulas alargadas por ejemplo) se genera un eje facil de magnetiza-
Cion o eje de anisotropia a lo largo de la misma, tal como se puede obser-
var en la Figura 4. 2.

De esta forma, se necesita una cantidad de energia adicional, a la energia
Zeeman ecuacion (1) para orientar su momento magnético en la direc-
cion del campo aplicado. Esta energia adicional se conoce como energia
de anisotropia magnetocristalina y depende del volumen V/ de la NPM,
del angulo formado entre el campo aplicado v la direccion del momento

magnético v de la constante de anisotropia magnetocristalina ( K,/ tal
como se presenta en la ecuacion (4).

(4)
E,= K, Vsen 6

Si H= 0, se tiene que la energia de la NPM esta determinada por el angulo
formado entre el momento magnético y el eje de anisotropia tal como lo
predice la ecuacion (4) y se representa en la Figura 4. 3(a). El modelo pre-
dice dos estados de minima energia separados por una barrera de po-
tencial igual a AE. De esta forma, los momentos magneéticos que estan
en el estado 1 deben adquirir una energia igual a AE cuya magnitud esta
dada por (5):

(5)
A=K, .V
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Figura 4. 3.

Modelo de barrera de energia para: (a). Una particula en ausencia de campo magnético. (b). Una
particula inmersa en un campo magnético H. Por D. Coral y J. Mera, (2017), p. 229



Cuando se aplica un pequeno campo magnético (H # 0)la altura de la ba-
rrera se modifica tal como se observa en la Figura 4. 3(b), y la cantidad de
energia que debe adquirir una particula para superar la barrera es:

(6)

M=K, V(71+h)?

Donde h=_HMFHo 1 se conoce como campo reducido.
2K I/

Como se dijo anteriormente, el momento magnético de la particula se
mantiene en uno de los dos pozos por un tiempo (). Este tiempo esta
dado por la ecuacion (7) y se conoce como tiempo de relajacion de Néel.

(7)

Ty =Tp e EksT

En la ecuacion (7), o se conoce como el tiempo caracteristico (~70-70 s),

Por otro lado, cuando T- O, el tiempo T es muy grande (t—), por lo cual
la energia necesaria para magnetizar el sistema debe ser otorgada por la
aplicacion de un campo externo. El campo necesario para que esto
ocurra se conoce como campo de anisotropia (HK) vy esta determinado
por la ecuacion (8).

(&)

De esta forma, la energia de la barrera para 7= 0 K es:

(Zch V- pg Hk)Z
4K,/

AE=

Si se aumenta levemente la temperatura, se activan procesos térmicos
gue disminuyen la barrera de energia y el campo coercitivo disminuye
desde su valor Hj hasta cero de la forma descrita por la ecuacion (9).

(9)

HC=Hk/7-/k:BCV In %) r) ")

La temperatura a la cual el campo coercitivo toma un valor nulo se
conoce como temperatura de blogueo descrita en la ecuacion (10).

(10)
kB Tm
TB = X - Y In /_TO
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Magnetizacion dinamica y
velocidad especifica de
absorcion de potencia.

>
1

El conjunto de los nimeros complejos esta compuesto por aguellos na-
meros z = x+iy que tienen una parte real (x) y una parte imaginaria (iy),

siendo la parte imaginaria un ndmero real (i) multiplicado por / = \/[-7)

Cuando las NPM estan inmersas en un campo magnético alterno, la
magnetizacion de cada particula puede representarse como una canti-
dad compleja’, de esta forma la susceptibilidad magnética puede repre-
sentarse como un vector en el plano complejo cuya componente real (x)
representa la respuesta en fase de la magnetizacion con respecto al
campo aplicado, mientras que la componente imaginaria (x") representa
la componente fuera de fase de la magnetizacion. La componente en
fase esta relacionada con los procesos fisicos reversibles vy la compo-
nente fuera de fase esta relacionada con los procesos disipativos de
energia (Spaldin, 2011).

De esta forma, la componente fuera de fase de la susceptibilidad mag-
nética determina la cantidad de energia que se transformara en calor.
Esta componente esta en funcion de la frecuencia angular de oscilacion
del campo alterno (w)y del tiempo de relajacion de las NPM vy tiene un
maximo cuando wt = 7, es decir cuando el tiempo de relajacion es igual al
periodo del campo magnético (Coral D. F., 2015). Determinando el tiempo
de relajacion de las particulas (conociendo las propiedades que sobre el
influyen) es posible sintonizar el campo magnético tal que la disipacion
de energia sea maxima. Para particulas de tamano nanomeétrico los valo-
res de 1/t estan en el orden de los kHz, rango perteneciente a la radio-
frecuencia (RF).

En 2002 el cientifico estadounidense Ronald Rosensweig publicd un ar-
ticulo donde exponia de forma tedrica como se relacionan los procesos
de magnetizacion dinamica con la capacidad de las NPM de liberar ener-
gia en forma de calor (Rosensweig, 2002). En este trabajo se parte de
dos paradigmas importantes en |a fisica: el principio de conservacion de
la energia v la teoria de respuesta lineal de la magnetizacion. Algunos
detalles se exponen a continuacion:

Segun el principio de conservacion, la energia interna de las NPM es igual a
la energia calorica mas el trabajo magnetico hecho sobre el sistema. Si el
proceso se realiza bajo condiciones adiabaticas (no hay flujo de calor desde
0 hacia el sistema) el principio de conservacion de la energia puede escribir-
se como se expresa en la ecuacion (11). Esta ecuacion se puede interpretar
desde un punto de vista matematico de la siguiente forma: la energia ab-
sorbida por las NPM es igual al area encerrada en un ciclo de magnetizacion.

(17)
dUu=H.dB

Donde B= u, (H+M). De esta forma, entre mayor area tenga un ciclo de
magnetizacion mayor sera la energia que se puede transformar en calor
v por ende mayor sera la temperatura que se alcance. La propiedad fisica
que da unaidea del area de este ciclo es el campo coercitivo (Hc). A mayor
Hc, mayor energia interna almacenada.

ST una nanoparticula de volumen /'y magnetizacion M esta inmersa en
un campo magnético variable en el tiempo de la forma se tiene:

Hit)=H  ew



La NPM responde con una magnetizacion variable a igual frecuencia an-
gular que el campo aplicado. Si el campo es pequeno en comparacion con
su campo de anisotropia (H,/)se puede aplicar la teoria de respuesta lineal,
que dice que la magnetizacion de la NPM es directamente proporcional a
la amplitud del campo aplicado tal como se presenta en la ecuacion (12).

(12)

M) =x H(t)

Donde x es la susceptibilidad magnética v puede expresarse como
X=x'-ix"'ylamagnetizacion’como M (t) = Re [x H, e @t J=H,, ( x'coswt,
x "s€n@t) v por lo tanto la energia interna de la NPM es:

21/W

M=o $M.dH=2uoHZx" /o

sen?(wt)dt

Asi la velocidad especifica de absorcion SAR por sus siglas en inglés (S-
pecific Absorption Rate) es f veces el cambio en la energia interna AU,
siendo fla frecuencia del campo magnético

SAR = pomx" fH 2

>
2

“Re[ ]"hace referencia a la parte real de un nimero complejo.

Escribiendo |a susceptibilidad de la forma propuesta por Dorman, Bes-
sais v Fiorani (Dorman, Bessais, & Fiorani, 1998), con el resultado deter-
minado en la ecuacion (3):

n_ N:uz :uO Wt
A 3/(3 T 7+(C()T)2

Ademas si consideramos que el tamano de las NPM sigue una distribu-
cion estadistica de diametros g(d), donde d es el diametro de las particu-
las, se puede escribir una expresion mucho mas general para el SAR dada
por la ecuacion (13)

(13)
HoMEH e\,
6Kp Tpyp

w? T(d)

SAR=
(1+(wt(d))*)

g(d)dd

Como va se mencion0 anteriormente, el tiempo de relajacion depende
del mecanismo de relajacion magnética. En la seccion anterior se hablo
al respecto del mecanismo de relajacion de Néel, pero existe un segundo
mecanismo de orientacion del momento magnético, el cual esta relacio-
nado con el giro de la particula. Este mecanismo se conoce como relaja-
cion de Brown (Brown, 1963) v tiene un tiempo caracteristico 1B y esta
descrito por la ecuacion (14).

(14 )
3I7VH
kg T

p=

Donde n es la viscosidad de la fase dispersante y I/ es el volumen hidro-
dinamico. Como primera aproximacion, para una particula de radio ry vo-
lumen I/con una capa surfactante de espesor §, el volumen hidrodinami-
co es igual al volumen de una particula de radio r+6. Un calculo mas pre-
ciso debe considerar el arrastre que genera la rotacion de la particula en
un medio viscoso (Coral, et al,, 2016).

Si se asume independencia entre los mecanismos de relajacion, el
tiempo de relajacion total es:

(15)
1 7 )-7
T= [—+——
Ty g

Con las ecuacion (13) v (15) es posible predecir la cantidad de disipacion
de calor de las NPM (Fernandez van Raap, et al., 2017).
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En este capitulo se presenta una revision de los procedimientos de sin-
tesis de NPM de 0xidos de hierro asi como las ventajas y desventajas de
estos métodos para la obtencion de particulas de buena calidad cristali-
na, tamano nanomeétrico, forma vy biocompatibilidad condiciones primor-
diales en aplicaciones biomédicas.

Debido a que las propiedades magnéticas de este tipo de compuestos no
solo dependen de la composicion quimica y el tamano, sino también de
la estructura cristalina y la presencia de defectos estructurales (Hao, et
al., 2010), (Corredor & Echeverria, 2007), en este apartado se hace una
descripcion de los métodos de caracterizacion principalmente usados.

T |

Vetodos de Sintesis

Para sintetizar NPM se puede considerar tanto métodos fisicos como
guimicos. Los metodos fisicos consisten en la subdivision de los mate-
riales en volumen, vy los quimicos en el crecimiento del material a partir
de precursores moleculares (Behrens, et al., 2009).

BDal.l.

\Vetodos fisicos

5.1.1.1.

Molienda mecanica.

La sintesis de NPM por molienda mecanica ha sido ampliamente usada,
ya que no involucra el uso de reactivos o disolventes muy contaminantes
vy el equipamiento no es muy costoso. Una representacion esquematica
de este proceso se puede observar en la Figura 5. 1.

El método consiste en colocar una mezcla de los polvos precursores
junto con una o varias bolas en un recipiente fabricado con agata (esto
con el fin de prevenir la contaminacion por la molienda). Posteriormente
el recipiente se somete a agitacion, haciendo que el polvo de las particu-
las quede atrapado entre las bolas que chocan entre si, logrando |a tritu-
racion de estos materiales.

La energia del proceso hace que produzca una aleacion o una reaccion
quimica en estado solido o bien se consigue la reduccion del tamano de
la particula, lo cual depende del comportamiento mecanico de los com-
ponentes en polvo, de sus fases de equilibrio y de las tensiones induci-
das por la molienda (Tsuzuki & McCormick, 2004).

A pesar de que la molienda mecanica tiene algunas limitaciones en cuanto
a la obtencion de nanoestructuras con tamanos de particulas inferiores a
10 nm, tiene una enorme ventaja cuando se considera la posibilidad de la
obtencion de nuevos sistemas magneticos nanocristalinos de poca aglo-
meracion, distribucion de tamano uniforme, buena estructura cristalina y
uniformidad morfologica (Hernando, Crespo, & Garcia, 2005).

cm

mm

Hm

nm

Figura 5. 1.

procesos mecanico - quimicos

Molienda

Material de partida

Molienda basta

Molienda final

Diagrama esquematico del proceso de molienda mecanica para la obtencion de nanoparti-
culas. Por L, Cornejo (2015). Métodos de Sintesis de Nanoparticulas. Recuperado de:
http:/nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-nano-particulas/



5.1.1.2.

Condensacion de gas inerte.

Este método permite la preparacion de NPM magnéticas de Fe, cobalto
(Co) vy niguel (Ni). Este método consiste en la condensacion de un vapor
sobresaturado del material, creado previamente por la evaporacion del
metal o por pulverizacion del metal con el bombardeo de iones de argon.
Dentro de este gas sobresaturado, los nucleos de las particulas se
forman por nucleacion homogénea.

Generalmente las NPM sintetizadas de esta forma son altamente mo-
nodispersas, no sufren oxidacion debido al vacio usado durante su sinte-
sis, sin embargo la cantidad de nanoparticulas obtenidas con este
meétodo es usualmente bajo (Reiss & Hutten, 2011).

Dal.2.

Métodos quimicos

5.1.2.1.

Co- precipitacion quimica.

La co-precipitacion quimica se constituye como uno de los procedimien-
tos mas simples y eficientes quimicamente para la obtencion de nano-
particulas magnéticas. El esquema de la sintesis de NPM por esta técni-
ca se muestra en la Figura 5. 2.

Este método consiste en la adicion de una disolucion de sales de Fe?*y
de Fe3+, ya sea en forma de cloruros, sulfatos, nitratos y percloratos di-
sueltos en agua (Massart, 1981). Los hidroxidos de los metales forma-
dos se precipitan con la adicion de una solucion basica como hidroxido de
sodio e hidroxido de amonio. Posteriormente los hidroxidos del metal
son lavados para eliminar las sales de cloruros o nitratos solubles del
medio. La reaccidn quimica que se lleva a cabo para la formacion de
Fe304 es la siguiente:

(716

F@2++2Fe3++80H_%F8304+4H20

La termodinamica de esta reaccion, indica que la completa precipitacion
de Fe30, se consigue a un pH entre 8 y 14, con un relacion estequiome-
trica de 2:1 (Fe3*/ Fe?*) en atmasfera de nitrogeno para evitar la oxida-
cion del hierro (Del Rio Clar, 2013). Como la magnetita es muy inestable
y sensible a la oxidacion, la presencia de oxigeno la convierte en maghe-
mita (y Fe, Os), segln la siguiente reaccion:

(17)

FE3O4 +2H+_)YF8203+F€2++H20

Es importante tener en cuenta que la oxidacion con el aire ademas de
provocar la transformacion de la magnetita en maghemita, también
transfiere varios electrones o iones dependiendo del pH, por lo que en
condiciones acidas y anaerdbicas, la superficie de los iones Fe4* formara
complejos hexa-agua mientras que en condiciones basicas, la oxidacion
de la magnetita producira reacciones redox en la superficie de ésta. (Del
Rio Clar, 2013)

Entre las ventajas de este procedimiento se destacan la obtencion de gran
cantidad de nanoparticulas, simplicidad y bajo costo. Sin embargo el con-
trol del tamano de distribucion es bajo ya que depende directamente de
factores cinéticos que controlan el tamano del cristal. La adicion de agen-
tes complejantes como los polimeros superficiales (dextrano v alcohol po-
livinilico) y de aniones organicos quelantes (acido oleico) durante la forma-
cion de la magnetita puede ayudar a controlar el tamano de particula (Lau-
rent, et al,, 2008). Asi mismo, el ajuste de parametros como el pH de reac-
cion, velocidad de agitacion, temperatura, fuerza ionica, naturaleza de Ias
sales y el coeficiente de concentracion Fe?* / Fe3* permiten controlar la
forma y tamano de las nanoparticulas (Lee, Smith, & Heitscha, 2007).
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Figura 5. 2.

Diagrama de la sintesis de nanoparticulas de magnetita por el método de co-precipitacion.

Fuente: Los autores
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5.1.2.2.

Descomposicion termica a altas temperaturas.

Este método esta basado en una reaccion a altas temperaturas emplean-
do como precursores organicos acetilacetonato de Fe (lll) (Felacac)s), aceti-
lacetonato de Fe () (Fe(acac),), pentacarbonilo de hierro (Fe(CO)s)y oleato
de hierro Fefole)s. Felacac)s (Sun, et al., 2004), (Yang, et al., 2005) disueltos
en solventes como el bencil-eter, fenil-eter, octadeceno o trioctil-aminay
en presencia de dodecanodiol, oleilamina o acido oleico como surfactan-
tes. La eleccion del disolvente de la reaccion, el precursor de hierro, la re-
lacion Fe: surfactante, la concentracion inicial de los reactivos, la tempe-
ratura de estabilizacion de la reaccion son factores primordiales para con-
trolar la naturaleza de las particulas, su distribucion, la forma de las nano-
particulas y el tamano (Hyeon, Lee, Park, & Chung, 2001) . Una represen-
tacion esquematica de este método se detalla en la Figura 5. 3.

Con respecto a la forma de las nanoparticulas, esta depende principal-
mente de la concentracion de las especies precursoras, si la concentra-
cion es baja, el crecimiento es controlado termodinamicamente v la forma
de las particulas tiende a ser esférica para minimizar su energia superfi-
cial (Hyeon, Lee, Park, & Chung, 2001). Por otro lado, si la concentracion
es alta, el crecimiento de las particulas es controlado cinéticamente y Ias
especies precursoras se unen preferentemente a las caras cristalinas con
mayor energia superficial dando lugar a particulas con formas diferentes
a la esférica tales como cubos o tetraedros (Jana, Chen, & Peng, 2004).
Los surfactantes tienen la capacidad de formar una esfera dinamica de
coordinacion en la superficie de las particulas durante el crecimiento ya
gue se adsorben y se desorben continuamente (Murray, Sun, Gaschler,
Doyle, & Betley, 2001) produciendo nanoparticulas con una mezcla de
formas de triangulos, esferas y diamantes. Si se llegara aumentar la pro-
porcion del surfactante por ejemplo de dodecilaminada se producen na-
noparticulas de forma hexagonal (Jana, Chen, & Peng, 2004), (Cheon,

Kang, Min Lee, Lee, & Yoon, 2004). El tamano por otro lado se ve influen-
ciado por el efecto del precursor, del disolvente y surfactante obteniéndo-
se nanoparticulas de 4 nm a 20 nm respectivamente (Yang, et al., 2005),
(Sun, et al., 2004).

La influencia en la variacion de cada uno de los parametros de la sintesis
conduce a proponer un mecanismo de reaccion en el que se generan es-
pecies precursoras posibles como el complejo Fe(surfactante)x, el cual se
descompone entre los 210-250 °C formando los nucleos. Desde el mo-
mento que tiene lugar la nucleacion hasta el final de la reaccion (calenta-
miento hasta el punto de ebullicion del disolvente v posterior reflujo) ten-
dria lugar el crecimiento. El hecho de que se alcancen elevadas tempera-
turas hace que se obtengan particulas muy cristalinas ya que los atomos
poseen la suficiente energia para ordenarse dentro de la nanoparticula
(Hyeon, Lee, Park, & Chung, 2001).

Una de las desventajas de este método es la presencia de acido oleico, u
otro compuesto organico no polar, en la superficie, lo cual confiere un ca-
racter hidrofobo a las particulas, haciendo necesario una segunda etapa
de transferencia a medio acuoso. Para aplicaciones biomeédicas, se nece-
sita conservar la biocompatibilidad de las particulas, por lo cual, alas NPM
obtenidas por este método, se les realiza un proceso quimico conocido
como intercambio superficial de ligando. En este procedimiento, se re-
mueve la capa de organica no polar y es reemplazada por una molécula
polar que permita su re-suspension en medios acuosos. Usualmente, se
utilizan acidos organicos con grupos carboxilos libres como el acido citrico
que permitan la estabilizacion electrostatica de las NPM (Adumeau, Del-
ville, & Mornet, 2018).
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Figura 5. 3.

Esquema de la sintesis de nanoparticulas de magnetita por descomposicion térmica a altas tem-

peraturas. Adaptado de Por E, Umut (2013). Surface Modification of Nanoparticles Used in Bio-
medical Applications, p. 191.
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5.1.2.3.
Meétodo sol-gel.

El método sol-gel consiste en la hidroxilacion y condensacion de las molé-
culas precursoras en solucion, formando un "sol" de particulas de tamano
nanometrico. Posteriormente el "sol" es secado ya sea por extraccion con
un solvente o mediante una reaccion quimica con el fin de conseguir siste-
mas tridimensionales de oxidos metalicos (Hasany, Ahmed, Rajan, &
Rehman, 2012). El método se esquematiza en la Figura 5. 4.

SOLUCION DE PRECURSO

HIDROLISIS Y CONDENSACION

SOL (COLOIDE)

GELACION

WV

WV

GEL

SECADO

POLVOS

Figura 5. 4.

Esquema de la sintesis de nanoparticulas de magnetita por sol-gel. Adaptado de R, Guptay A, Kumar.
(2008). Bioactive materials for biomedical applications using sol-gel technology. p. 034005-2.



En este tipo de reacciones generalmente se usa agua como solvente, o
los precursores pueden hidrolizarse por un acido o una base. La catalisis
alcalina induce a la formacion de un gel coloidal, mientras que la catalisis
acida produce un gel polimeérico. Es importante resaltar que la naturaleza
y concentracion de los precursores, el solvente, el pH, la temperaturay la
agitacion son parametros que influyen en la hidrdlisis, condensacion,
crecimiento, estructura y propiedades del gel (Hasany, Ahmed, Rajan, &
Rehman, 2012).

Entre las ventajas del método sol gel, se destacan la sintesis de nano-
particulas a temperaturas bajas, con alto grado de pureza y homogenei-
dad en comparacion a los métodos tradicionales asi como también la po-
sibilidad de fabricacion de fibras, peliculas delgadas, polvos policristali-
nos vy aerogeles con propiedades controladas. Por otro lado, como princi-
pales desventajas se consideran los altos costos del proceso, debido a
los precios elevados de los precursores vy la limitacion de generar pro-
duccion a gran escala. (Palacio, 2004).

5.1.2.4,

Microemulsion.

En la Figura 5. 5 se muestra el proceso de sintesis de NPM por microe-
mulsion. Este método consiste en seleccionar una dispersion isotropica
de dos fases inmiscibles termodinamicamente estable formada por
agua vy un disolvente organico, en presencia de un surfactante. En la in-
terfase entre el agua y la fase organica las moléculas de surfactante
forman una monocapa, en el que las cabezas hidrofilicas de las estructu-
ras del surfactante quedan disueltas en la fase acuosa v las estructuras
hidrofobicas en la fase hidrofoba (Salinas, 2014).

MISCELA CON CABEZA POLAR HIDROFOBICA

FORMACION DE NANOPARTICULAS

__ ACEITE __

__ AGUA __

MISCELA CON CABEZA POLAR EN CONTACTO CON ACEITE

Figura 5. 5.

Sintesis de NPM por microemulsion. Por A. Camacho, et al. (2015). Copper: Synthesis Technigues
in Nanoscale and Powerful Application as an Antimicrobial Agent, p. 5.



5.1.2.5.

Sintesis hidrotermal.

La sintesis hidrotermal tiene como fundamento la cristalizacion de com-
puestos en disolucion acuosa a temperaturas elevadas, usualmente en
el rango de los 130 a 250°C y a elevadas presiones (Daou, 2006). Este
método permite generar NPM de gran homogeneidad, v de diversas
morfologias inusuales como nanocubos vy particulas elipticas (Wang,
2007). El proceso se detalla en la Figura 5. 6.

El agua, en estas condiciones de temperaturay presion experimenta una
disociacion (H;0*, OH~)mayor que a presiones ordinarias, es decir que el
agua ademas de su caracter anfotero se comportara a la vez como un
acido y una base bastante fuertes, con capacidad de realizar ataques aci-
do-base mucho mas agresivos. Durante el proceso es posible la adicion
de distintas especies conocidas como mineralizadores, que pueden ser
basicos (carbonatos, hidroxidos) acidos (nitrico, clorhidrico, sales amoni-
cas) oxidantes o reductores que potenciaran la capacidad de disolucion
del agua en una u otra direccion (Zanella, 2012).

5.1.2.6.

Pirolisis laser.

Este método consiste en el calentamiento y vaporizacion de una mezcla
precursores con un laser, lo cual permite la descomposicion de estos e
iniciar la nucleacion de las particulas en la zona de reaccion. Las particu-
las volatilizadas son transportadas a un filtro mediante un gas inerte. La
pirolisis Laser permite obtener nanoparticulas homogéneas de diferente
grado de cristalinidad y de forma esférica (Zanella, 2012).

Como desventaja del método se destaca la formacion de NPM menos
cristalinas y mas pequenas en comparacion a las obtenidas por los otros
meétodos debido a un proceso de nucleacion demasiado rapido y también
a gue los gases transportadores empujan a las particulas fuera del canal
de reaccion por lo que estas no pueden entrar en una etapa de creci-
miento o cristalizacion (Costo, et al.,, 2012).

140° C, 60 min

Fe(l;5 solucion acuosa + NaOH

CONDICIONES HIDROTERMICAS DE MICRONDAS

NUCLEACION DE PEQUENAS PARTICULAS

o0
\ @

SECADO

E 350° C

NANOESTRUCTURA

Figura 5. 6.

Esquema de sintesis hidrotermal de NPM. Adaptado de B. Nageswara et al,, (2015). Rapid
microwave assisted hydrothermal synthesis of porous a-Fe>0O3 nanostructures as stable and high
capacity negative electrode for lithium and sodium ion batteries, p, 34763
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Tecnicas de caracterizacion de
nanoparticulas magnéticas.

Las NPM sintetizadas se pueden caracterizar por diversas técnicas entre
las que se destacan la Difraccion de Rayos X (DRX), la Microscopia de
Fuerza Atomica (AFM), la Microscopia electronica de Transmision (TEM) y
la microscopia electronica de barrido (SEM). Estos métodos permiten dar
a conocer el tamano v |a dispersion o estructura de los atomos que se
aglomeran formando dichos materiales. Asi mismo, por Analisis Termo-
gravimetrico (TGA) se puede conocer la estabilidad térmica de las nano-
particulas vy por el método colorimétrico FerroVer la concentracion de
hierro total.

5.2:1.
Difraccion de Rayos X (DRX).

Esta es una técnica experimental que permite conocer la estructura cris-
talina de salidos, identificar materiales desconocidos, asi como determi-
nar la orientacion de monocristales, defectos cristalinos, entre otros. En
la técnica de difraccion de rayos X, la muestra se irradia con rayos X, a
cierto angulo de incidencia (8i) con respecto al plano de la muestra. Estos
rayos X son difractados por la muestra en direccion del angulo de difrac-
cion (Or). Los rayos X difractados por la muestra forman un patron de in-
terferencia, cuyos sitios de interferencia constructiva () estan determi-
nados por la ley de Bragg v dependen del espaciamiento atomico del
material y de Ia longitud de onda (A) de la radiacion incidente. De esta
forma es posible determinar la composicion quimica de las muestras,
mediante la comparacion del patron de difraccion obtenido con los pa-
trones ya conocidos de compuestos (Henriguez, et al.,, 2008).

Microscopia de Fuerza
Atomica (AFM).

La técnica de AFM provee imagenes tridimensionales (3D) de la superfi-
cie del material con resolucion nanomeétrica. Esta técnica implica el uso
de un microscopio capaz de medir la fuerza a través de |a deflexion que
surge en la interaccion entre la superficie de la muestra y una punta afi-
lada por medio de un sistema retroalimentado que determina la posicion
vertical Z de la punta en funcion de las coordenadas X, Y en la que se en-
cuentra analizando, de manera que se forma una imagen tridimensional
de la superficie de la muestra. Esta puede ser procesada, visualizada vy
analizada en un sistema informatico (Carabias, et al., 2006). Por presen-
tar una alta resolucion lateral, se convierte en una técnica ideal para la
caracterizacion de superficies micro y nanoestructuradas (Fernandez
van Raap, et al., 2016)
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Microscopia electronica de
trasmision (TEM).

Esta técnica tiene como fundamento la interaccion de un haz de electro-

nes suficientemente acelerados a través de una muestra generando un
difractograma, que mediante lentes magnéticas puede transformarse
en unaimagen con distintas intensidades de gris que se corresponden va
sea a los electrones difractados (imagenes de campo oscuro) o a partir
de los electrones directos que han atravesado la muestra sin interaccion
(imagenes de campo claro/brillante). Hay que tener en cuenta el espesor
de la muestra vy de las condiciones de focalizacion. En este sentido, Ia
imagen proporcionada por TEM ofrece informacion sobre |a estructura
de la muestra, sea cristalina o amorfa (Williams & Carter, 2009).

Microscopia electronica de
barrido (SEM).

Este método se realiza con un microscopio electronico de barrido (SEM),
instrumento que ofrece un variado rango de informaciones que proceden

de la superficie de una muestra. Se fundamenta en el principio de la mi-
croscopia optica en la que un haz luz se sustituye por un haz de electro-
nes. El proceso consiste en hacer un barrido de un haz de electrones
sobre la muestra generalmente recubierta con una capa fina de oro o
carbon (salvo que esta sea conductora) para proporcionarle propiedades
conductoras. La intensidad de los electrones secundarios emitidos por
las diferentes partes de la muestra generan una imagen de alta resolu-
cion de la superficie, de ahi que esta técnica es muy Gtil para estudiar la
morfologia de los cristalitos (Ipohorski & Bozzano, 2013).

Analisis Termogravimetrico
(TGA).

Esta técnica mide la cantidad y rapidez del cambio en peso de una mues-
tra en funcion de la temperatura y/o del tiempo en una atmosfera con-

trolada. De manera general, permite realizar medidas para determinar la
composicion de los materiales y predecir su estabilidad a temperaturas
de hasta 1500 °C. Esta técnica puede, por tanto, caracterizar materiales
que presentan pérdida o ganancia de peso debido a la descomposician,
oxidacion o deshidratacion .
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La investigacion realizada es del tipo exploratorio, descriptivo, correla-
cional y explicativo (Quijano Vodniza, 2009). Exploratorio porque se bus-
caron las mejores condiciones de sintesis para optimizar las propiedades
fisicas de las NPM; descriptivo porgue se determinaron las propiedades
fisicas que influyen en la disipacion de calor de las NPM; correlacional
porque se generaron modelos tedricos que permitieron determinar el
SAR producido por un grupo de NPM en suspension coloidal a partir de la
previa determinacion de las propiedades de las NPM v explicativo puesto
gue se explico porgue las NPM disipan calor cuando se someten a un
campo de radiofrecuencia y se establecio si estas se pueden utilizar en el
tratamiento de hipertermia magnética.

6.1

Sintesis de Nanoparticulas de
Oxidosde Hierro por
CO - precipitacion

A partir de un exhaustivo estudio de la literatura existente sobre los ma-
teriales vy estado fisico de los mismos que son aplicables en hipertermia
magnética, se eligieron los oxidos de hierro como la magnetita (Fes0,)y
la maghemita (y-fFe>03), lo cuales, como va se dijo en la introduccion, son
los que cumplen con las condiciones para usarse en seres humanos vy
estan aprobados por la US-FDA (siglas de United States Food and Drug
Administration Agency), esto en miras a establecer esta terapia que alin
esta en desarrollo en un tratamiento eficaz para el cancer (US-FDA,
2011). De igual forma se estudio la funcionalizacion de la superficie, pro-
bando tres diferentes sustancias surfactantes: acido citrico, citrato de
sodio vy poli etilenglicol (PEG) y sales de hierro como precursores (Gaihre,
Myung, Douk, & Hak, 2009), (de Sousa, et al., 2013).

Para hacer un estudio sistematico y obtener nanoparticulas diferenciadas,

se realizd |a sintesis a diferentes temperaturas, manteniendo constantes |.

Tabla 6. 1.

MUESTRA

CAPA SURFACTANTE

VIRT 20 Acido citrico
M40 40 Acido citrico
V60 60 Acido citrico
V80 30 Acido citrico
VICit 60 Citrato de sodio
VIPEG 60 PEG

Condiciones de sintesis de las nanoparticulas de 6xidos de hierro.
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Para la sintesis, 2.751 g de Fe(l3.6H50 se diluyeron en 50 ml de agua
destilada y se mezclaron con 1.060 g de Fe(/3.4H50 previamente disuel-
tos en 50 ml de agua. Esta mezcla se Ilevo a agitacion y se homogenizo
a la temperatura de sintesis deseada (columna Ts en la Tabla 6. 1) en pre-
sencia de atmosfera de nitrogeno para evitar que un exceso de oxigeno
provoque la oxidacion de la muestra de Fe30, a FeO.

Una vez alcanzada la temperatura deseada, los hidroxidos de los meta-
les se precipitaron con la adicion de 3 ml de NH,OH al 25% gota a gota (1
gota/s), bajo agitacion hasta que la suspension se tornd de color negro,
indicando que la formacion de las nanoparticulas fue exitosa. Esta
mezcla se dejo reaccionar por 30 minutos. Posteriormente se agrego por
goteo (1 gota/s) 75 ml mas de NH40OH al 25% vy se mantuvo en agitacion
por 30 minutos mas, tiempo en el cual las NPM entraron en una fase de
crecimiento vy cristalizacion.

Terminada la reaccion, se dejo enfriar la mezcla y se realizd una separa-
cion magnética de las NPM desechando el sobrenadante. La solucion de
NPM separadas tiene aproximadamente un pH de 10.5 debido al medio
basico en el cual fueron sintetizadas y a la carga superficial de las
mismas. Algunas fotografias del proceso se muestran en la Figura 6. 1.

Todas las nanoparticulas se suspendieron en agua destilada para formar
una suspension coloidal magnética (Figura 6.2) observandose que las
NPM recubiertas con acido citrico son mucho mas estables en suspen-
sion que las muestras recubiertas por PEG o por NaCit, siendo estas Ulti-
mas las menos estables en suspension acuosa.

Para recubrir las NPM con una capa surfactante de acido citrico, se pre-
pard una solucion de acido citrico de concentracion 0.2 g/ml vy la cual fue
adicionada a la solucion basica de nanoparticulas magnéticas hasta al-
canzar un pH de 4.5 v 5; el volumen agregado de la solucion de acido
citrico dependera de la cantidad de nanoparticulas obtenidas. Luego, la
mezcla se dejo reaccionar por 90 minutos a 60°C. El pH después de
transcurrido este tiempo es cercano al valor de neutralidad (pH = 7).

Para el recubrimiento de las NPM con la capa surfactante de citrato de
sodio, inicialmente se prepard una solucion de citrato de sodio de 0.5
g/ml. Previamente a la adicion del citrato de sodio, la suspension alcalina
de NPM fue lavada con agua destilada varias veces para eliminar residuos
basicos en la suspension. Una vez lavadas las NPM, se adiciono el volu-
men necesario de solucion de citrato de sodio para obtener 0.3 moles de
citrato por cada mol de hierro elemental en Ia suspension La mezcla fue
sometida a un bano de ultrasonido a 50°C durante 30 minutos.

Por otro lado, para las nanoparticulas recubiertas con polietilenglicol (PEG),
se tomaron 5 g de PEG (6000) vy se diluyeron en 12.5 ml de agua destilada
para obtener una solucion al 40 % (p/v). Previo lavado con agua destilada de
las NPM para eliminar residuos basicos en la suspensian, la solucion de
PEG se adiciono a las nanoparticulas vy el pegado del PEG a la superficie de
las NPM se realizd en un bano de ultrasonido a 50°C por 30 minutos.



Figura 6. 1.

Fotografias del proceso de sintesis de nanoparticulas de oxidos de hierro.

Fuente: Los autores



Figura 6. 2.

Fotografias de las suspensiones coloidales obtenidas.

Fuente: Los autores.
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Tecnicas de caracterizacion
fisico-quimica

Las NPM sintetizadas se caracterizaron por difraccion de rayos X (XRD),
con el fin de determinar la composicion y estructura cristalina. Para ob-
tener el patron de difraccion, una alicuota de 1 ml de cada coloide se
agreg0 a un porta muestra tipo zero-background especial para medir
muestras liquidas. Se utilizo un difractometro marca BRUKER modelo D8
ADVANCE con Geometria DaVinci, con un potencial acelerador de 40 kV vy
una corriente de 40 mA. La muestra fue sometida a la radiacion Cu-Ka1
(A =0.154046 nm)y se tomaron datos entre 3.5y 70° (26) con un mues-
treo de 0.01526° cada &4 s.

Para realizar las mediciones por AFM cada uno de los coloides se diluyo
hasta una concentracion de 1/104 a partir de la muestra original. Para
garantizar la observacion de particulas individuales, las NPM se fijaron en
una superficie limpia de mica moscovita grado V-1, secando una gota del
coloide a 45°C durante 12 horas. La observacion se realizo a temperatura
ambiente en atmasfera de aire utilizando el método estandar de se-
mi-contacto en un microscopio NT-MDT Solver Pro el cual esta equipado
con una punta de silicio APPNANO-ACTA utilizada para imagenes de alta
resolucion. El cantiléver rectangular tiene una constante de fuerza de40
N/m, frecuencia de resonancia de 281.8 kHz y una punta de 6 nm de radio
de curvatura.

El hierro total se cuantifica por el método 8008 (Método FerroVer) para
aguas, aguas residuales vy aguas marinas (0 a 3.00 mg/l) aprobado por la
USEPA (Agencia para la proteccion del ambiente de EE.UU.) (Hach, 2000).
Consiste en el uso del reactivo para hierro FerroVer que contiene 1,10-
fenantrolina combinado con un agente reductor para convertir todas las
formas mas resistentes de hierro presente en la muestra a hierro ferroso
(Hach, 2000). Para la determinacion de hierro total las suspensiones de
NPM son previamente sometidas a digestion acida, posteriormente se
adiciona el reactivo FerroVer hasta la aparicion de una coloracion naran-
ja. La mezcla se dejo reaccionar por 30 minutos vy se midieron las con-
centraciones de hierro a una longitud de onda de 510 nm

Los analisis de termogravimetria se realizaron en una TGA-Q500 de TA
Instruments, previamente calibrado usando el punto de desmagnetiza-
cion de niquel con 99.99% de pureza. Los ensayos se realizaron en pre-
sencia de nitrogeno grado 5.0 analitico con un flujo de 60 ml/min en el
horno. Se utilizd un rango de temperatura entre 30 y 800°C con una ve-
locidad de calentamiento constante de 5°C/min. La precision del equipo
en temperatura es de +0.1°C vy en masa es de +0.01% con una sensibili-
dad de 0.1pg.

Por otro lado, las propiedades magneéticas de los coloides fueron estu-
diadas con técnicas de magnetometria usando campos estaticos vy
campos dinamicos. La técnica se basa en la respuesta del momento
magnético de las NPM ante un estimulo generado por campos magnéti-
cos. Si esta respuesta colectiva, sigue el comportamiento establecido por
la ecuacion (2), se dice que el sistema tiene un comportamiento superpa-
ramagnetico. Para determinar el momento magnético de las NPM vy su
magnetizacion de saturacion se utilizd un magnetometro de muestra
vibrante (VSM) LakeShore 7404, con un campo magnético maximo de 1.9
kOe. Alicuotas de 50 pL de cada suspension coloidal previamente encap-
sulada en plastico termo contraible de 0.5 cm de diametro se midieron a
temperatura ambiente en variaciones de campo magnético de +1.9 kQe.

Los resultados fueron analizados utilizando la ecuacion (2), con la cual fue
posible determinar una distribucion de tamanos magneticos, informacion
util para realizar un estimado del tamano de particula de cada muestra.

La calidad de las NPM para aplicaciones en hipertermia magnética se de-
termind por medio de la capacidad que tienen estas de absorber energia
de un campo magnético RF v disiparla en forma de calor. El parametro
gue cuantifica esta capacidad es el SAR. Como se expres0 en la ecuacion
(13), el SAR depende tanto de parametros del campo, como la amplitud y
la frecuencia, de los parametros del medio como la viscosidad y de los pa-
rametros de las particulas como su tamano y propiedades magnéticas.

Teniendo en cuenta lo anterior, se midio el aumento de temperatura de
la suspension coloidal en funcion del tiempo cuando se aplicaron campos
magneéticos de radiofrecuencia de diferentes amplitudes (Ho) y de fre-
cuencias entre los 100 y 260 kHz. El aumento de la temperatura se
espero que sea lineal, dentro de condiciones cuasi-adiabaticas, motivo
por el cual, desde la primera ley de la termodinamica se puede demostrar
gue el SAR se puede calcular a partir del aumento de temperatura tal
como se expresa en la ecuacion (16):

(18)
SAR— Pagua ((7-¢) Caguat P Cre; 0, ) ar
[x] dt
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Donde ¢ es la fraccion entre volumen de nanoparticulas y volumen de
agua, CaguqV C re, 0, 50N la capacidad especifica volumetrica delaguay de
la magnetita respectivamente, [x/ es la concentracion de la suspension
coloidal y d7/dt es la pendiente de la curva de calentamiento.

Estos resultados son comparados con los que se obtiene usando la
ecuacion (13) vy las propiedades fisicas obtenidas con esta metodologia
de caracterizacion.

Para el analisis estadistico de los datos se realizaron varias mediciones
de cada punto, con el fin de determinar asi un valor medio vy una incerti-
dumbre de cada propiedad determinada por medio de mediciones indi-
rectas. En el caso de las medidas indirectas se realizd un analisis esta-
distico usando la técnica de propagacion de errores. Sila medida indirec-
ta implica el uso de algin modelo matematico, se procede al ajuste de
dicho modelo a los datos experimentales vy el error estara determinado
por el coeficiente de correlacion.

Medidas de citotoxicidad en
a linea celular cancerigena
5316 (melanoma murino)

Finalmente, para la verificacion de muerte celular por contacto de las
NPM, se uso la linea celular B16 cultivadas in vitro, correspondiente a cé-
lulas tumorales de melanoma murino (ratones). Para medir la supervi-
vencia y proliferacion de las células cuando se ponen en contacto con las
NPM se aplicd el ensayo conocido como MTT (Mosmann, 1983). Este
ensayo se fundamenta en la reduccion metabadlica del MTT (3-(4,5-di-

metiltiazol-2-ilo)- 2,5-difeniltetrazol) por la encima mitocondrial succi-
nato deshidrogenasa a formazan (compuesto de color azul) determinan-
do de esta manera, la funcionalidad mitocondrial y la viabilidad de las cée-
lulas tratadas. El numero de células vivas es directamente proporcional a
la cantidad de formazan, su cuantificacion se hace por medio de la ab-
sorcion de luz a una longitud de onda de 570 nm.

Para ello el MTT se disolvid en solucion buffer de fosfato (PBS)a 5 mg/ml
y se filtro para eliminar algdn residuo insoluble. Posteriormente la solu-
cion de MTT/PBS se agregd a cada cultivo y se cultivaron las células por
24 horas aproximadamente. Transcurrido este tiempo se adiciono a cada
cultivo las NPM en la concentracion deseada, para esta investigacion se

usaron dos concentraciones: 116y 250 pgFe/ml de medio de cultivo, vy se
dejo incubar por 17 horas. Seguidamente se lavo todos los cultivos, por
lo menos 3 veces, v se anadid a cada uno medio de cultivo fresco junto
con 10 pl de la solucion stock de MTT. Luego cada cultivo se incubo por 2
horas aproximadamente hasta la formacion de los cristales violetas.

Una vez formados los cristales, se adiciono a todos los cultivos 100 pl de
la solucion de isopropanol-HCI 0.04N vy se incubd por 15 minutos. Luego

se midio en el lector de placas de Elisa a una longitud de onda de 595 nm.
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En orden de determinar el efecto de la temperatura en las propiedades de
las NPM sintetizadas por el método de co-precipitacion quimica, 4 dife-
rentes muestras fueron sintetizadas a 20°C, 40°C, 60°Cy 80°C. En este
capitulo se presenta la caracterizacion fisica y quimica de las NPM vy la de-
terminacion de las propiedades de interés para aplicaciones biomédicas.

f:l

-structura cristalinag,

COMpOsicion v tamano
de particula.

Mediante la técnica de difraccion rayos X se determinaron las fases cris-
talinas presentes en cada suspension coloidal. Los difractogramas para
las muestras de NPM sintetizadas a las diferentes temperaturas y con
acido citrico como capa surfactante se presentan en la Figura 7. 1, en la
figura se observan los principales picos de difraccion obtenidos para cada
muestra y su indexacion con los planos de difraccion correspondientes.
Estas fases fueron identificadas con la base de datos PDF -2 del Interna-
tional Centre for Diffraction Data (ICDD) por parte del Laboratorio de
Rayos X de la Universidad Industrial de Santander (Colombia).
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Figura 7. 1.

Espectro de difraccion de rayos X para las muestras sintetizadas a temperatura ambiente (MTR),
40°C, 60°Cy80°C.

Fuente: Los autores.
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Enla Tabla 7. 1 se muestran las fases cristalinas determinadas por DRX
para las cuatro NPM sintetizadas, encontrandose en todas las muestras
Fes;0, v y-Fe>03 como fase principal, resultado esperado debido al pro-
ceso de sintesis utilizado. Sin embargo se identificaron algunos com-
puestos intermedios resultantes de la sintesis, que si bien no afectan a
las propiedades magnéticas de las NPM, pueden tener incidencia en la
bio-compatibilidad de las mismas. Estos compuestos pueden eliminarse
realizando lavados sucesivos. Los 0xidos de hierro tales como Fe30, v
y-Fe>05 fueron indexados con las difracciones del grupo espacial fd-3m,
mientras que para a-Fe>O03 vy B-Fe>03 se usaron las difracciones del
grupo espacial R-3cvy la3 respectivamente.

Oxidos de hierro, como la magnetita y la maghemita, tienen una estruc-
tura cristalina conocida como espinela cabica invertida (grupo Fd3m) co-
rrespondiente a compuestos de la forma A42* B+ 0,74 (Fleet, 1986). Una
representacion grafica de la magnetita con este tipo de estructura, los
parametros de red v los angulos de la red cubica se presentan en la
Figura 7. 2(a). Asi mismo, en la Figura 7. 2(b) se muestran las principales
lineas de difraccion de rayos X que se esperan obtener para la espinela
cubica. Las lineas mas intensas estan indexadas con los planos cristali-
nos correspondientes, los cuales son concordantes con las muestras ob-
tenidas en esta investigacion.

Tabla 7. 1.

MUESTRA FASES 53

RT :e3O4, Y‘F@ZO3, NH4C|

40 :6304, G—FezOgg, F@Z(CO)g

@ pagina |

60 :6304, B—Fe203, F@ZO(OH)3(N03)(H20)

< < < <

30 :6304, Y—Fe203, NH4C|

Fases cristalinas encontradas en las muestras analizadas por difraccion de rayos X.
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Figura 7. 2.

(a) Estructura cristalina de la magnetita. (b) Lineas de difraccion para el grupo Fd3m que se espe-
ran obtener para nanoparticulas magnéticas de oxidos de hierro y su respectiva indexacion.
Adaptado de A, Jain et al (2013), Commnetary: The Materials Projecto: A Materials Genome Approach
to Acceleraing Materials Innovation. P. 011002




Para determinar el tamano de particula, se utilizo la técnica de microsco-
pia de fuerza atomica (AFM). Las imagenes tomadas con esta técnica se
presentan en la Figura 7. 3. El color blanco que se observan en las image-
nes de AFM corresponde a las nanoparticulas preparadas. La altura
medida esta relacionada con el tamano de particula o agregado. La dis-
tribucion de alturas obtenida para cada muestra, refleja que hay un solo
maximo ubicado entre 2 y 10 nm de altura.

En principio, esto indica que las NPM recubiertas con acido citrico no se
encuentran agregadas, puesto que este es el tamano de particula espe-
rado para este tipo de sintesis (de Sousa, et al., 2013), (Mascolo, Pei, &

Ring, 2013), (Riaz, Bashi, & Naseem, 2014), (Chen, Chiang, & Chen, 2012).

Figura 7. 3.

Imagenes de microscopia de fuerza atomica (AFM) para las muestras (a). MTR, (b). M40, (c). M60

y (d). M8O0. Inset: Distribuciones de alturas con ajuste LogNormal.

Fuente: Los autores.
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Los radios medios de las nanoparticulas magnéticas determinados por
AFM se muestran en la Tabla 7. 2. Los resultados indican que a medida
gue se aumenta la temperatura de sintesis, el tamano de particula dismi-
nuye tal como se ha reportado para este tipo métodos (Petcharoen & Si-
rivat, 2012), (Nishio, et al., 2007), (Santoyo Salazar, et al.,, 2011). El efecto
contrario ocurre en las NPM sintetizadas por descomposicion térmica, en
donde el tamano de particula aumenta con el aumento de temperatura.
Cabe resaltar que la descomposicion térmica se realiza a temperaturas
mayores a 200°C (Barbeta, Jardim, Kiyohara, Effenberger, & Rossi, 2010),
(Fernandez van Raap, et al., 2012), (Orozco Henao, et al.,, 2016).

[ -

-stabilidad térmicay
calor especitico.

Una vez determinada la composicion de las NPM, se procedio a estudiar
su estabilidad térmica en suspension acuosa por la técnica de termogra-
vimetria (TGA). Con esta técnica, fue posible analizar la temperatura de
descomposicion de los compuestos que forman la suspension coloidal: la
fase dispersa formada por el nacleo de oxido de hierro y su capa surfac-
tante vy la fase dispersante, que en todos los casos fue agua.

Al aumentar la temperatura, los diferentes componentes de la suspen-
Sidn acuosa comienzan a evaporarse (agua), o descomponerse (acido
citrico), quedando los materiales cuyo punto de ebullicion sobrepasa los
800°C, en este caso, los 6xidos de hierro.

Tabla 7. 2.

MUESTRA Ts (°C)

Capa surfactante

MIRT 20 Acido citrico 5.7+3.0
M40 40 Acido citrico 4.7+1.9
V60 60 Acido citrico 2.5+1.5
M80 80 Acido citrico 1.6+0.7

Radio de particula determinado por AFM para las NPM sintetizadas a diferentes temperaturas.
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100 30
: Y ) ol 87,6 °C " 14—'(b}
sl / Enla Figura 7. 4(a) se observan las curvas de descomposicion termogra-
10} )i — i) vimeétrica para los coloides estudiados. En todas las muestras de NPM se
observa una gran disminucion del porcentaje de masa (m) (87 v 94%), a
o s temperaturas entre los 80 v 100 °C como resultado de la evaporacion
m;:]r-— . . : , . : . 00f del agua.
: — M40 20+ 829°C —
el A i Una segunda pérdida de masa asociada a la descomposicion del acido
1ol fi A — | citrico se observa entre los 100 y 500 °C, que constituye entre el 2y 8 %
0.8} de la muestra. La asociacion de esta pérdida de masa en este rango de
0.4l 290140 temperaturas, con el acido citrico ha sido confirmada por otras investi-
a = oo} | L —— ' el gaciones, tales como de Sousa, et al, (2013), Shan, et al, (2007), Urquijo
EE 20 - 88,1°C —iie Morales, et al, (2014), Kale, et al., (2011) entre otros.
S
s £ mj; /\ - | Existe una tercera descomposicion entre los 550 y 690°C que puede de-
0.8} berse a una deshidratacion de los grupos -OH fuertemente ligados al
0.4l 655,8 °C nucleo solido de la NPM tal como lo expresaron Jalil, et al., (2017).
1 0.0}
. 20| 1“.55 ncj | | | | —r«.:lan Los porcentajes detallados de cada descomposicion asi como el porcen-
wl / taje residual a 800 °C se presentan en la Tabla 7. 3, y en la Figura 7. 4 (b)
se muestran las curvas de rapidez de pérdida de masa (dm/dt) cuyos
L 1 e 1 maximos corresponden con la temperatura media de la evaporacion o
4r descomposicion. A partir del porcentaje de residuo alos 800°C se calculo
| O S E;: v la concentracion de cada muestra, suponiendo que a 800°C solo queda
0 100 200 300 400 500 600 700 80O 0 100 200 300 400 500 600 700 800 el ndcleo de magnetita. Los resultados se relacionan con las concentra-
T (°C) T(°C) ciones determinadas por el método colorimétrico FerroVer. Las diferen-

cias pueden atribuirse a la exactitud y precision de los métodos vy a los

Figura 7. 4. volimenes usados en los mismos, mientras que en TGA se usan 10 pl de

coloide, en colorimetria se usan 3 ml.

(@) Termogramas TGA de descomposicion térmica (m vs. T). (b) Rapidez de pérdida de masa (dm/dt)

Fuente: Los Autores



Tabla 7. 3.

MUESTRA

Am1

_Amy i Ams

Residuo (%)

VIRT 94.9 2.6 0.5 2.0 15.0 13.0
V40 86.9 8.5 2.0 1.9 13.7 11.1
V60 89.3 6.2 3.4 1.1 20.0 18.3
VIS0 92.1 4.5 1.1 2.3 16.6 17.7

Porcentajes de descomposicion térmica (Am)para las tres fases encontradas, porcentaje residual
después de 800°C vy concentracion determinada a partir del residuo ([x/TGA)y por el método

FerroVer ([x]).
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EnlaFigura 7. 5(a), se presenta un acercamiento de la curva de TGA para
la muestra MTR, en donde se puede observar una cuarta de descompo-
sicion alrededor de los 343 °(C, esta fase no coincide para lo reportado
para la descomposicion en dos fases del acido citrico que se da alrededor
de los 250°C (de Sousa, et al., 2013), pero si podria estar asociada con
las descomposicion de hidroxidos de hierro residuales que se formaron
durante el procedimiento de sintesis de las NPM, tal como se concluyo
en la investigacion de Shan, et al., (2007). La presencia de estos hidroxi-
dos fue comprobada por el analisis de XRD, donde se observo la presen-
cia de componentes intermedios resultado de Ia sintesis quimica de las
NPM. Este comportamiento es observado para todas las muestras tal
como se muestra en la Figura 7. 5 (b).
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(a) Curvas de TGA y dm/dt para la muestra MTR. (b) Curvas de TGA para las muestras M40, M60 vy

M80 entre 100 y 800 °C.

Fuente: Los autores.
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7.3

Propiedades magneéticas |

Para determinar la respuesta magnética estatica (d.c.) de las muestras, se
realizaron medidas de magnetizacion como funcion del campo magnético
aplicado. Las curvas medidas se presentan en la Figura 7. 6. Para todas
las muestras, se observa una curva cerrada, sin histéresis, y una compo-
nente lineal para campos altos. Esta componente esta relacionada con
fases paramagnéticas en los coloides.

A partir de estas curvas se calcula la magnetizacion de saturacion (MS),
momento magnético medio de la particula (<y>), radio magnético (rmag) v
radio total de la particula (rwr) modificando la ecuacion (2) para tener en
cuenta la polidispersidad de momentos magnéticos y la componente pa-
ramagneética a altos campos (yH) de la siguiente forma:

(19)

Huo H
kg T

M=N/ o H[ Coth )— y:i; ] = g(udu+ xyH

Respuesta a campos estaticos.

Donde

7 -In? (u/u,, )/2c%e

es la distribucion LogNormal de momentos magnéticos con mediana en
ymy ancho o.

Asi la ecuacion (17) se ajusto a los datos experimentales con N, pm, o, v
xH como parametros de ajuste, siendo N el nUmero de momentos mag-
neticos. El mejor ajuste obtenido se puede observar como una linea con-
tinua en la Figura 7. 6 y en la Tabla 7. 4 se presenta el valor de los para-
metros obtenidos, siendo Mc=N<yu> y <> = iy, € 972 para una distribu-
cion LogNormal.

Para todos los casos, la magnetizacion de saturacion obtenida es mucho
menor a la reportada para el hierro bulk (217 emu/gFe) (Crangle & Good-
man, 1971), esto puede asociarse con la existencia de una fase no cris-
talina en la nanoparticula. Esta fase se conforma en la superficie de la
NPM vy esta asociada a la perdida de continuidad, y se conoce como capa
muerta o magnéticamente frustrada (Coral, et al., 2014). De esta forma,
conociendo la magnetizacion de saturacion esperaday la magnetizacion
de saturacion medida es posible determinar el radio magnético y el radio
total de la particula, cuyos valores se observan en la Tabla 7. 4.
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Fuente: Los autores.



Tabla 7. 4.

MUESTRA |l <p>(us) M Msenvgo [l <rmag>om M <rio>om Ml Som I Xo W <Pav>om

VIRT 40530+£258 50.5+0.3 3.5+0.8 5.8x1.4 2.3 0.022 5.7+3.0
M40 29786495 49.9+0.3 3.1+0.9 5.1x1.5 2.0 0.033 4.7+1.9
V60 31178226  50.1+0.3 3.4+0.2 5.6=x0.3 2.2 0.056 2.5+1.5
\YtS{e) 28500459 50.2+0.8 3.2+0.7 5.2+1.7 2.0 0.062 1.6+0.7

Propiedades magnéticas de las NPM: Momento magnético medio (<y>)en unidades de magne-
tones de Bohr (pB), magnetizacion de saturacion (Ms), radio medio magnético (<rmag>), radio
medio total (<rtot>), espesor de la capa frustrada magnéticamente (5)y susceptibilidad adimen-

sional a altos campos (yH).
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El radio magnético se define como el ndcleo de oxido de hierro cristalino
que responde magneticamente, de tal forma que el momento magnético
medido experimentalmente, corresponda a la magnetizacion de satura-
cion del material en bulk, mientras que el radio total se puede entender
como el radio de una particula cuyo momento magnético es proporcional
a la magnetizacion de saturacion determinada experimentalmente. Con
esto, se espera que el radio total sea mayor que el radio magnético, la di-
ferencia entre estas dos cantidades corresponde al espesor (6)de la capa
magneticamente frustrada o capa muerta.

.4

Propiedades magneéticas .
Respuesta a campos de
-adiofrecuencia

Como se dijo en las secciones anteriores, si una nanoparticula magneética
se somete a un campo electromagnético de radiofrecuencia (RF), el retra-
so causado en la respuesta del momento magnético en relacion a la fre-
cuencia del campo RF produce la liberacion de energia en forma de calor.
Esta energia térmica se puede medir como un aumento de temperatura
del medio en el cual se encuentra inmersa la NPM.

Figura 7. 7.

Curva de calentamiento para el coloide MTR a 100 kHz variando la amplitud de campo aplicado (HO).

Fuente: Los autores.
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En la Figura 7. 7, se presenta la curva de calentamiento medida para la
muestra MTR a 100 kHz de frecuencia y para tres amplitudes de campo
(HO =6, 10y 53 kA/m). La potencia especifica disipada por las nanoparticu-
las 0 SAR se calcul6 a partir de estas curvas de calentamiento vy la ecuacion
(16), Donde dT/dt es la pendiente de la curva presentada en la Figura 7. 7.

Pagua ((7- ) Caguat P Cre; 0, ) dTl

SAR=
[x] dt

Para determinar la capacidad calorifica (C) del coloide se realizaron medidas
de calorimetria diferencial de barrido entre 17 y 50°C a 5°C/min (velocidad
de calentamiento que es del mismo orden de la pendiente dT/dt), los resul-
tados se presentan en la Figura 7. 8.

C(J/g coloideoc)

4.0

Figura 7. 8.

Determinacion del calor especifico en funcion de la temperatura para las muestras MTR, M60 y M80

medidas con DSC.

Fuente: Los autores.
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En la Figura 7. 8, se observa el aumento de la capacidad calorifica con la
temperatura, la linea punteada representa el valor de C = 4.186 J/g°C,
usualmente utilizado para determinar el SAR, este valor corresponde al
valor tabulado para el agua a 25°C. Los valores de C medidos en este rango
de temperaturas presentan una variacion entre el 4 y el 12% con respecto
al valor tabulado v menos del 3% en el rango de temperaturas presentado
en la Figura 7. 7. De esta forma, podemos decir que el calor especifico del
coloide, compuesto por nanoparticulas de magnética recubiertas por acido
citrico, es igual al calor especifico del agua tabulado con un rango de error
del 3%.

Asi podemos reescribir la ecuacion la ecuacion (16) de la siguiente forma:

(20)
SAR— Pagua Cagua dr
[x] dt

Figura 7. 9.

(@). SAR como funcion del cuadrado del campo aplicado (HO) medidas a f = 100 kHz. (b). SAR vs Ho?
para amplitudes de campo bajas donde se observa la linealidad entre los dos parametros.

Fuente: Los autores.
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En la Figura 7. 9, se presentan las medidas de SAR como funcion del cua-
drado del campo aplicado (Ho2)para frecuencia constante de 100 kHz. En Ia
Figura 7. 9 (a) se observa un rapido incremento del SAR, para después es-
tabilizarse a campos altos. Este resultado es acorde con el comportamien-
to esperado en el ciclo de magnetizacion. A campos bajos, se mantiene la
validez de la teoria de respuesta lineal y la magnetizacion aumenta lineal-
mente a medida que aumenta el campo v asi mismo el area del ciclo de
magnetizacion, cuando Ho alcanza valores iguales o mayores al campo de
saturacion, la magnetizacion y el area del ciclo encuentran su valor
maximo, y no es posible aumentar mas el SAR. Por otro lado, en la Figura 7.
9 (b), se observa un acercamiento del SAR vs HoZ para bajos valores de Ho.
Aca se puede observar el comportamiento lineal (linea continua) de los
datos segun lo predicho por la ecuacion (13).

Un aumento del SAR es observado cuando la magnetizacion de saturacion
y el tamano de particula, datos consignados en la Tabla 7. 4, aumentan.
Este comportamiento es claramente evidenciado en la Figura 7. 10. En la
misma figura, se observa en el recuadro interno, el SAR como funcion del
producto Ms21/2, donde el comportamiento de los datos puede ser ajustado
a una recta, como lo predice la ecuacion (13); cabe resaltar en este punto,
gue el tiempo de relajacion de la particula, qgue depende del tamano de la
misma, no se tiene en cuenta, en esta linealidad, razon por la cual no se
espera un ajuste perfecto de los datos.
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Figura 7. 10.

Fuente: Los Autores.
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Con la finalidad de determinar la influencia de la capa surfactante en las
propiedades fisico-quimicas de las NPM de oxidos de hierro, se realiza-
ron dos sintesis adicionales a 60°C. Se utilizd esta temperatura puesto
gue segun los resultados obtenidos en el capitulo anterior, las muestra
sintetizada a 60°C presentd una menor dispersion en el tamano de parti-
cula, es decir para esta temperatura la relacion de radio medio y la des-
viacion estandar es de 1.7, en comparacion con 1.9 para la muestra MTR,
2.5 para la muestra M40 vy 2.3 para la muestra M80.

Se conservo el mismo protocolo de sintesis, pero al final se realizo la mo-
dificacion de la superficie con citrato de sodio (NaCit) y con poli-etilengli-
col (PEG). Las muestras se nombraron como MCit y MPEG respectiva-
mente, las propiedades de estas NPM son comparadas con las propieda-
des de la muestra M60, la cual esta recubierta superficialmente con
acido citrico.

8.1.

Propiedades Fisico-Quimicas

De igual forma, se observa una tonalidad rojiza para las NPM con PEG,
indicando una posible oxidacion de las mismas, que podria tener dos ori-
genes: la interaccion de los grupos hidroxilos del PEG con el hierro de Ias
nanoparticulas, o la ausencia de recubrimiento en una fraccion de NPM.
Las particulas sin recubrir son mas propensas a la oxidacion al contacto
con el ambiente.

Tal como se observa en la Figura 8. 1(b) la muestra MPEG es posible que
esté conformada por dos fracciones, una fraccion que decanta y se observa
en la parte superior de |a foto, y una fase suspendida; efecto gque no se ob-

serva para la muestra MCit. Esta decantacion podria indicar que no todas las
NPM estan recubiertas por PEG, aungue también podria ser senal de la for-
macion de agregados, de mayor masa, que decantan gravitacionalmente.

Asi mismo, se puede observar en la Figura 8. 1(c), como las NPM de la
muestra MCit son atraidas por un iman permanente de 1 Tesla, indican-
do la buena respuesta magnética de las NPM. Cabe destacar que la tota-
lidad de las NPM son atraidas por el iman, dejando la fase liquida total-
mente separada de la fase salida.

Algunos datos de la sintesis, asi como las concentraciones de las sus-
pensiones coloidales, determinadas con el método FerroVer se presen-

tan en la Tabla 8.1.

Tabla 8.1. Condiciones de sintesis de las nanoparticulas y radio de parti-
cula determinado por microscopia de fuerza atomica (AFM).

Tabla 8. 1.

Condiciones de sintesis de las nanoparticulas y radio de particula determinado por microscopia

de fuerza atomica (AFM).

MUESTRA Ts (°C) (%)

[x] mgre/ml

M Cit 60 Citrato de Sodio 20.2
MIPEGO 60 PEG 19.0
V160 60 Acido Citrico 18.3

683

O)

@ pagina |



Figura 8. 1.

Fotografias de las muestras (a) MCit y MPEG, (b). Estabilidad de las muestras. (c). Respuesta de
la muestra MCit a campos magneéticos estaticos.

Fuente: Los autores.



Las concentraciones de hierro total en las suspensiones coloidales de MCit
vy MPEG son similares a la obtenida en la muestra recubierta con acido
citrico y sintetizadaa 60 ° C. Asi mismo, estas concentraciones son cerca-
nas al valor estequiométrico que corresponde a 16 mgFe/ml. Las diferen-
cias pueden atribuirse a errores sistematicos en el proceso de sintesis.

La estructura cristalina, determinada por difraccion de rayos X, muestra
la formacion de oxidos de hierro, y puesto que los picos pudieron ser in-
dexados con las difracciones esperadas para la espinela cubica invertida,
fue posible determinar que la composicion quimica corresponde a Fe304
0 y- Fe203. Los difractogramas con su correspondiente indexacion se
presentan en la Figura 8.2.

Del analisis de los difractogramas también fue posible identificar la pre-
sencia de NaCl en la muestra MCit y de Fe(OH)3 en la muestra MPEG. La
formacion de NaCl es posible debido a que el ion Na del citrato de sodio
puede reaccionar con algan residuo de Cl proveniente de los precursores;
mientras que el Fe(OH)3 ademas de ser una fase intermedia de la sinte-
Sis por co-precipitacion en base acuosa, también podria indicar la forma
como el PEG se une a la nanoparticula de oxido de hierro.
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Figura 8. 2.

Difractogramas de rayos X para las muestras MCit y MPEG.

Fuente: Los autores.
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Figura 8. 3.

Imagenes de AFM para la muestra MCit.

Fuente: Los autores.
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Tabla 8. 2.

MUESTRA Ts (°C) (%)

[Xx] mgre/ml

MCit 60 Citrato de Sodio 65+35
MPEGO 60 PEG 75+35
M60 60 Acido Citrico 2.5+15

Radio de particula (rAFM) determinado por microscopia de fuerza atémica (AFM) para las mues-
tras MCit, MPEG y M60.

El radio medio de particula determinado por AFM se presenta en la Tabla
8.2 para las muestras MCit y MPEG y para comparacion también se pre-
senta el resultado obtenido para la muestra M60. Los datos permiten
afirmar que las muestras MCit y MPEG presentan un tamano de particu-
la mucho mas grande que la muestra M60o citrico. Con AFM también se
pudo determinar que para la muestra MCit existe una distribucion bimo-
dal de tamanos de particulas, tal como se presenta en el histograma de
la Figura 8. 3, el cual fue gjustado con una doble funcion LogNormal, la
primera centrada en 75 nm vy la segunda centrada en 175 nm.

Cabe resaltar que las NPM recubiertas con NaCit y PEG tienden a formar
agregados de NPM, uno de estos agregados se puede observar en la Figura
8. 3(b). Esto indica que el MCit o el PEG no son buenos estabilizantes de las
NPM lo cual se refleja en el escaso comportamiento magnético v en la de-
cantacion del solido que se muestra en las fotografias de la Figura 8. 1.

La descomposicion térmica de las muestras MCit y MPEG, presentada en
la Figura 8. 4, evidencia que la descomposicion de las muestras se realiza
en dos fases, la primera a los 100°C debida a la evaporacion de agua vy la
segunda alrededor de los 300°C vy 400°C para MCit y MPEG respectiva-
mente, correspondiente a la descomposicion del citrato de sodio v del
poli etilenglicol. Para la muestra MPEG se observa una doble descompo-
sicion de la fase organica, la primera a 400 °Cy la segunda entre 500°Cy
600°C, medidas de descomponian térmica de poli etilenglicol puro evi-
dencias que estas pérdidas de masa estan relacionadas con el compor-
tamiento de descomposicion térmica de este material, tal como se ob-
serva en el inset de la Figura 8. 4.
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Figura 8. 4.

Termogramas de descomposicion térmica medidas por TGA para las muestras MCit y MPEG.

Fuente: Los autores.



Los porcentajes de pérdida de masa se presentan en la Tabla 8. 3. Para Ias
dos muestras se observa un aumento de masa después de los 500°C, esto
puede estar relacionado con procesos de oxidacion del nacleo magnético al
estar expuesto a la atmosfera después de perder su capa superficial.

. Tabla 8. 3.
Respuesta magnetica a

- . 7L
campos estaticos y dinamicos. Residuo (%) [l [X]TGA mgre/ml
Una vez establecidas las propiedades quimicas, morfologicas y térmicas OCD
de las NPM, se procedio a determinar las propiedades magnéticas de las VIGO0 89.3 6.2 3.4 1.1 20.0 o
muestras MCit vy MPEG. Las curvas de magnetizacion en funcion del VICit 96 9 0.3 ~ > 7 06 7 ~
campo aplicado se presentan en la Figura 8.5. Estas curvas de magnetiza- ' ' ' ' &
cion también pudieron ser ajustadas en su totalidad con una ecuacion de VIPEG 90.1 /7.5 0.2 2.7 7233

Langevin, corroborando el comportamiento superparamagnético de la
suspension coloidal. Los parametros resultados del ajuste se muestran
en la.Tabla 8. 4.

Porcentajes de descomposicion térmica medidas por TGA para las muestras M60, MCit y MPEG.

Se observa que tanto el momento magnético medio, como la magnetiza-
cion de saturacion son menores que los valores obtenidos para la muestra
M60, lo cual indica que la interaccion entre el recubrimiento y el ntcleo de
oxido de hierro, produce una desorganizacion superficial de la estructura
de la magnetita, lo cual es visible en el menor valor del radio magnético vy
total obtenido a partir del ajuste de la ecuacion de Langevin a los datos ex-
perimentales, para las muestra MCit y MPEG en comparacion con la
muestra M60. Este comportamiento también ha sido observado por otros
autores en NPM recubiertas con acido oleico (Mahdavi, et al., 2013), NPM
recubiertas con oro, metoxi-PEG y almidon (Mikhaylova, et al., 2004).
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Tabla 8. 4.

/6
MUESTRA Ms(emu/gre) S(m)  WH
V60 31178+226  50.1=0.3 3.7+0.2 6.0+0.3 2.3 0.056 2.5+1.5 E
MCit 0855+67  64.9+0.4 2.0+0.8 2.9+1." 0.9 0.062 65+35 @
MPEG 16725+135  60.920.5 2.6+0.7 3.9+0.9 13 0.045 75+35

Propiedades magnéticas de las NPM recubiertas con acido citrico, citrato de sodio y PEG,
sintetizadas a 60°C.



En la Figura 8. 6 se presenta el comportamiento de la disipacion de calor
bajo campos de radiofrecuencia de 100 kHz, en funcion de la amplitud del
campo. Los resultados son similares a los ya observados en la Figura 7. .
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Figura 8. 6.
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Disipacion de calor en funcion de la amplitud campo aplicado (HO) y frecuencia constante (100 kHz).

Las lineas continuas representan ajustes lineales a los datos para bajos valores de HO.

Fuente: Los Autores.
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Se observa una mayor disipacion de calor (SAR) para la muestra MPEG
vy MCit en relacion con la disipacion de calor medida para la muestra
M60. Uno de los factores que puede favorecer la disipacion de calor es
la agregacion, esto ha sido verificado por Coral, et al., (2016), estudian-
do NPM recubiertas con acido di-mercaptosuccinico, donde se observo
gue si se aumenta la agregacion también lo hace el SAR de la muestra,
ya que un cambio en la agregacion modifica el tiempo de relajacion de
la particulas por medio de un cambio en la interaccion magnética dipo-
lar entre particulas.

En el caso de nuestra investigacion, el aumento del SAR para las muestras
MCit y MPEG en comparacion con la muestra M60 no podria asociarse con
una diferencia de tamano de particula, puesto que la sintesis fue realizada
a la misma temperatura, esperando obtener el mismo tamano de particu-
la. Las imagenes de AFM evidencian que las muestras MCit y MPEG se en-
cuentran en un estado de agregacion mayor que la muestra M60, esta
agregacion , seria en principio, la responsable del aumento del SAR de
estas dos muestras en comparacion con la muestra no agregada (M60).

-fecto citotoxico de las
nanoparticulas magneéticas

Con el objetivo de aplicar estas NPM en el tratamiento de hipertermia
magneética, es necesario, como siguiente paso de la investigacion, deter-
minar la citotoxicidad de las mismas, es decir determinar el grado de to-
xicidad de las NPM al estar en contacto con un cultivo celular.

Para esto se utilizaron las NPM sintetizadas a 60°C y recubiertas con
acido citrico (M60), citrato de sodio (NaCit) y polietilenglical (PEG), las
cuales se pusieron en contacto con un cultivo de células B16, correspon-
dientes a un melanoma murino (de ratén) que se usan como modelos de
laboratorio en estudios de cancer de piel en humanos. Una foto del culti-
vo de la linea celular B16 se puede observar en la Figura 8. 7.

Fotografia de un cultivo de células B16 (melanoma murino).

Fuente: Los Autores.
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Los resultados de citotoxicidad presentados en la Figura 8. 8, indican
que después de 22 horas de incubacion, la viabilidad de células se
reduce a la mitad en los cultivos con presencia de las muestras M60,
MCit vy MPEG. Para una concentracion de contacto de 116 pgFe/ml, no
se observaron variaciones en la viabilidad de los cultivos por lo cual no
hay influencia de la capa superficial de la NPM en la viabilidad de las cé-
lulas a esta concentracion de contacto. Por el contrario, para la concen-
tracion de 250 pgFe/ml si se observo una influencia del recubrimiento
superficial en la viabilidad de las células, aumentando su valor de 44 %
para la muestra M60 hasta 51 vy 52 % para las muestras MCit y MPEG
respectivamente.

Para altas concentraciones de NPM, el recubrimiento con PEG es
menos toxico para las células, esto, con el hecho de que las NPM recu-
biertas con PEG tienen una mayor disipacion de calor bajo campos RF,
hacen de estas particulas con este tipo de recubrimientos unos buenos
candidatos para el tratamiento del cancer por hipertermia magnética.

Viabilidad
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Figura 8. 8.

Medidas de citotoxicidad por MTT.

Fuente: Los Autores.
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Un mayor entendimiento sobre las diferencias en la disipacion de calor
de las NPM presentadas en los capitulos anteriores, se puede lograr
determinando la constante de anisotropia efectiva (Keff) de las NPM, ya
gue este parametro es directamente proporcional a la energia de la ba-
rrera que deben superar el momento magnético de la particula para
orientarse en la direccion del campo, ademas, es posible determinar el
tiempo de relajacion de la particula y por lo tanto su mecanismo de re-
lajacion magnética.

Para esto, se utilizaron los datos experimentales que se obtuvieron con
las diferentes técnicas de caracterizacion, tales como magnetizacion
de saturacion y distribucion de tamano de particula, las cuales fueron
reemplazadas en la ecuacion (13) con f= 100 kHz, y seguidamente fue
ajustada a los datos experimentales de SAR vs. HO con Keff como anico
parametro de ajuste. El mejor ajuste obtenido se puede observar como
lineas continuas en la Figura 9. 1, el valor obtenido de Keffy el error (e)
determinado como la diferencia entre el valor medido del SAR vy el valor
obtenido con el ajuste se presenta en la Tabla 9. 1.

c 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 9. 1.

SAR vs HO para f = 100 kHz. Los datos experimentales se presentan con simbolos, mientras que el
ajuste de la ecuacion (13) se observa como lineas continuas.

Fuente: Los autores.
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Tabla 9. 1.

Kef (k)/m3)

VIRT 5.7x3.0 14.48+0.01 1.50 1.3 + 0.006 -0.321
V40 4.7+1.9 19.86+0.01 0.80 0.9 +0.002 -0.175
V60 2.5+1.5 25.8=0.1 0.14 0.3 +0.015 -0.027
VIS0 1.6+0.7 25.917=0.01 0.17 0.2 +0.020 -0.007/
VICit 65+35 24.35+0.05 0.14 6/5 +0.013 -0.045
VIPEG 57+35 21.85+0.05 0.14 1200 +0.003 -0.039

Constante de anisotropia efectiva (Keff) obtenida a partir del ajuste de la ecuacion (13) a
los datos experimentales de SAR vs HO en la zona de respuesta lineal y su respectivo
error. Edip es la energia de interaccion dipolar vy TN, TB son los tiempos de relgjacion de

Néel v de Brown respectivamente.
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Una vez obtenido el valor de la constante de anisotropia es posible de-
terminar el tiempo de relajacion de Néel (tn) el cual también tiene en
cuenta la contribucion de las interacciones dipolares.

Los valores de Keff obtenidos para las muestras de esta investigacion son
los esperados para NPM del tamano reportado vy son del mismo orden de
magnitud de los valores de la constante de anisotropia reportados por
otros autores para NPM de tamanos similares (Rosensweig, 2002), (Coral,
et al., 2016) (Fernandez van Raap, et al., 2017) y ademas reproducen con
gran precision los valores encontrados experimentalmente.

Los valores de Keff aumentan a medida que el tamano de particula dis-
minuye, este comportamiento se atribuye al aumento de la contribu-
cion de la constante de anisotropia superficial (Ks) a la anisotropia total
de la particula (Gilmore, et al., 2005), de forma que la constante de ani-
sotropia como funcion del tamano de particula para NPM de magnetita
puede modelarse segun la siguiente ecuacion:

(27)

) 12 )
Ke=Ky+ —= K tanh ( —

Donde KV = 24 kJ/m3 es |a constante de anisotropia volumeétrica para
el hierro (Goya & Morales, 2004), Ks = 2.03x10-> J/m2 es la constante
de anisotropia superficial de la magnetita, r es el radio de |a particula'y
A = 4.12x10-9 nm es un parametro de escala (Gilmore, et al.,, 2005). En
la Figura 9. 2(a) se presenta una simulacion del comportamiento de la
constante de anisotropia en funcion del radio de la particula y se com-
paran con los valores de Keff listados en la Tabla 9. 1.

Los resultados de la simulacion indican el comportamiento decreciente
de la constante de anisotropia en funcion del radio de la particula, com-
portamiento que también se observa en los datos experimentales. Si
bien, los datos experimentales no concuerdan numéricamente con los
datos de la simulacion, estos tltimos son del mismo orden de magnitud.
Lo anterior permite confirmar el éxito del modelado de los datos experi-
mentales de SAR usando la ecuacion (13) propuesta por Rosensweig.
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tropia magnética en funcion de la densidad de energia dipolar magnética.

Fuente: Los autores.
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Una segunda explicacion de los datos presentados en la Tabla 9. 1 se
puede dar a partir de la energia de interaccion dipolar magnética (Edip)
entre particulas, la cual, para dos particulas magnéeticas de momentos
magneticos m\/ﬁesté dada por:

(22)
g, - _Ho Hk- Hj 3 (“k-’/q')(“/'r/q'))
dip — Pl - |5
4m |r/(j| |rk/|

Donde, r;j es la distancia a la cual estan separados los momentos mag-
néeticos. La anterior ecuacion indica que a medida que la distancia entre
particulas disminuye y el momento magnético aumenta la energia de
interaccion dipolar aumenta. Silas particulas estan en contacto con sus
momentos magnéticos alineados de la forma “cabeza-cola” la ecuacion
(20) puede escribirse como”.

(23)
HoMSV*
4mr’

Edip:'

>
3

El signo menos en la ecuacion (21) indica que el sistema se encuentra en su

estado de menor energia.

A

Cabe resaltar que segun la ecuacion (21), al referirse a “energia dipolar
mas grande” se hace referencia a que la energia es cada vez mas “negati-
va" Una interpretacion mas clara se puede obtener si se toma el valor ab-

soluto de la energia.

Donde Ms es la magnetizacion volumétrica de la NPM, I/es su volumeny r
su radio. En la suspension coloidal, la formacion de agregados es posible,
por lo tanto en este estado, se espera que la energia dipolar entre dos parti-
culas se maximice vy su valor esté dado por la ecuacion (21). Los valores asi
calculados se presentan en la Tabla 9. 1. Dicho esto, tal como se observa en
la Figura 9. 2(a), la constante de anisotropia aumenta a medida que aumen-
ta la energia dipolar magnética, lo cual es acorde a lo predicho en el modelo
de Dormann-Bessais-Fiorani (Dorman, Bessais, & Fiorani, 1998) donde la
constante de anisotropia se puede modelar segtn la ecuacion (22):

(24 )
Kefr=K+oMsb 104

Donde Kes la constante de anisotropia de la NPM, b, es un término propor-
cional a la energia dipolar magnética y n; es el nUmero de primeros vecinos
de una particula. Segun este modelo, entre mayor es el valor absoluto de la
energia de interaccion dipolar®, mayor es Keff, tal como lo demuestran
nuestros resultados experimentales. Cabe aclarar que la cantidad y, MZ b,
n, debe tener unidades de densidad de energia, por lo cual, los datos de Ia
Figura 9. 2(b) se han graficado en funcion de Eg,/V.

Para las muestras MCit y MPEG se considero que el tamano de particula es
igual al tamano de particula de la muestra M60, puesto que fueron sinteti-
zadas bajo las mismas condiciones. Mientras que las imagenes de micros-
copia AFM muestran que las NPM de la muestra M60 estan en estado dilui-
do, las NPM de las muestras MCit y MPEG se presentan en un estado agre-
gado, como va se dijo antes, la agregacion maximiza la energia dipolar entre
particulas, lo cual se ve reflejado en una mayor energia dipolar para las
muestras MCit y MPEG. Por otro lado, la agregacion también aumenta la
magnetizacion de saturacion de la muestra, motivo por el cual el valor de
SAR para las muestras MCit y MPEG es mayor que para las otras muestras.

Como es de esperarse, el modelo de Rosensweig solo es valido para bajos
Campos, ya que se espera gue el sistema de NPM responda segun la teoria
de respuesta lineal, y mientras que segun la ecuacion (13), el SAR aumenta
indefinidamente con HO los datos experimentales presentados en la Figura
7.7y la Figura 8. 6, muestran que el SAR tiende a un valor de saturacion,
gque como se explicdo en su momento, corresponde a campos cercanos al
campo de saturacion magnética, el cual provoca el area maxima del ciclo de
magnetizacion, y por lo tanto limita la energia electromagnética que el sis-
tema puede convertir en calor.
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Fuente: Los autores.

EnlaFigura9. 3 se presenta el SAR como funcion de la energia dipolar mag-
nética. Para las NPM sintetizadas a diferentes temperaturas (Figura 9. 3 (a))
se puede observar que el SAR aumenta a medida que la energia dipolar au-
menta (mas “negativa”’), este comportamiento se mantiene tanto para
campos bajos (10 kA/m) como para campos altos (53 kA/m) a una misma
frecuencia de 100 kHz.

Como se dijo anteriormente, un aumento en la energia dipolar magnética
involucra un aumento en la constante de anisotropia magnética, v a su vez,
el tiempo de relajacion de las NPM aumenta segln la ecuacion (7). Un
cambio en el tiempo de relajacion provoca un cambio en el factor de reso-
nancia dado la susceptibilidad fuera de fase X', o factor de frecuencia. En la
Figura 9. 4(a), se grafica el factor de frecuencia en funcion del tamano de
particula teniendo en cuenta la interaccion dipolar para las muestras M60,
MCit y MPEG. En la misma se observa que, para la muestra con mayor inte-
raccion dipolar, la convolucion entre el factor de frecuencia y |a distribucion
de tamanos g(r) es mayor, asi como el SAR es proporcional al area encerrada
f{fﬁg{r)dr Se espera que a mayor superposicion mayor es el SAR (Coral,
et al., 2014), tal como lo demuestran los resultados experimentales.

Una caracteristica para resaltar, en la Figura 9. 4(a), es el doble pico para el
factor de frecuencia, si bien, este resultado no es esperado para particulas
no interactuantes, en la Figura 9. 4(b) se puede observar la variacion de Ia
energia total de la barrera (Eto) y como, el primer pico del factor de frecuen-
Cia observado en la Figura 9. 4(a) corresponde con el cambio de dependen-
cia de la energia total con la energia dipolar (Edjp) v la energia de anisotropia
(Emc). De esta forma, se puede decir gque existe un rango de energias para el
cual, la energia dipolar magnética gobierna sobre la energia de anisotropia y
otro rango para el cual la energia de anisotropia gobierna sobre la energia
dipolar, provocando un doble pico de resonancia, el segundo pico se observa
cuando la energia de anisotropia gobierna sobre la energia dipolar.
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(a). Distribucion de tamano de particula ( gfr) )y factor de frecuencia calculado para las muestras
M60, MCit y MPEG, teniendo en cuenta la interaccion dipolar. (b). Energia dipolar ( E4jp ), energia
de anisotropia ( Emc)y energia total ( Etor = Emc +Edjp ), y factor de frecuencia normalizado (x") para
la muestra MPEG en funcion del tamano de particula.

Fuente: Los autores.



En la Figura 9. 5, se presenta una simulacion del SAR, con f= 100 kHz
vy Hp = 10 kA/m, en funcion de la energia dipolar magnética para la
muestra M60, usando la ecuacion (22) considerando el segundo térmi-
no de esta ecuacion como Egjp/V, y resolviendo la ecuacion (13). En
esta figura se observa un pico, causado cuando la modificacion del
tiempo de relajacion de las particulas, modificado por las interacciones
dipolares, es igual al inverso de la frecuencia angular w=2ttf, siendo fla
frecuencia del campo aplicado.

Este resultado, es similar al reportado en la Figura 9. 3 (a), y ha sido pre-
dicho tedricamente v comprobado experimentalmente por otros auto-
res (Landi, 2014), (Conde-Leboran, et al.,, 2015), (Coral, et al., 2016).

De esta forma, los resultados reportados en esta investigacion tienen
su sustento en las leyes fisicas que rigen la disipacion de calor de siste-
mas magneéticos nanoparticulados.
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Figura 9. 5.

SAR en funcion de la energia dipolar magnética (Egjp) para la muestra M60.

Fuente: Los autores.
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CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

El uso de materiales a nivel nanomeétrico ha permitido que se alcancen
nuevas aplicaciones como las relacionadas con el tratamiento y diagnos-
tico (teragnostico) de enfermedades como el cancer que no son posibles
cuando se utiliza el material a una escala macrometrica.

Es asi como, los oxidos de hierro (magnetita y maghemita) han encontra-
do cabida como materiales atiles en teragnadstico. Sus propiedades mag-
néticas v de biocompatibilidad las hacen perfectas para esta aplicacion,
siendo las propiedades de mayor importancia: el tamano de particula y
su magnetizacion.

Las propiedades de las nanoparticulas pueden modificarse desde los
procesos de sintesis. En esta investigacion se llevo a cabo la sintesis por
co-precipitacion quimica en medio acuoso, produciendo nanoparticulas
magnéticas biocompatibles. Variando la temperatura de la sintesis, se
pudo obtener cuatro sistemas de particulas cada uno de diferente
tamano medio de particula. Estas nanoparticulas fueron recubiertas su-
perficialmente con acido citrico para permitir su re suspension en medio
acuoso y formar suspensiones coloidales magnéticas.

La caracterizacion fisico quimica de las NPM permitido comprobar que las
NPM estan compuestas por oxidos de hierro, tales como la magnetita
(Fe304) y maghemita (y-Fe203). Debido a la similitud en la estructura cris-
talina de estos dos 6xidos, no fue posible determinar con exactitud cual de
los dos oxidos es la fase mayoritaria, motivo por el cual se determind qui-
micamente la concentracion de hierro total en suspensiaon, valores que se
usaron para normalizar los resultados especificos experimentales.

A partir de las medidas de descomposicion térmica se logro determinar el
porcentaje de capa surfactante o recubrimiento de las nanoparticulas, y por
la temperatura a la cual esta fase se descompone se logré corroborar su
naturaleza quimica. Estos resultados permitieron determinar que las sus-
pensiones coloidales esta compuestas en promedio en un S0% de agua, 3%
de oxidos de hierro y el 7% restante corresponde a la capa surfactante.

Se observo una correlacion entre el tamano medio de particula, vy la mag-
netizacion de saturacion de las nanoparticulas, si bien, los valores obte-
nidos para la magnetizacion son menores que los reportados para los
oxidos de hierro macromeétricos; son del orden de los reportados para el
material nanometrico con similar tamano de particula.

Al someter estos materiales a campos electromagnéticos de radiofre-
cuencia se observo que los sistemas con mayor tamano de particula y
mayor magnetizacion de saturacion logran una mejor transformacion de
energia electromagnética a energia térmica, resultando en una mayor di-
sipacion de calor, medida a partir del SAR.

Una vez determinado el efecto del tamano de particula en la disipacion de
calor, se procedio a determinar el efecto de la capa surfactante, para lo
cual se sintetizaron nanoparticulas de oxidos de hierro por co-precipita-
ciona 60°Cy fueron recubiertas superficialmente por acido citrico, citrato
de sodio (NaCit) vy poli etilenglicol (PEG). Con respecto a la estabilidad de
las nanoparticulas recubiertas en suspension, las recubiertas con acido

citrico mostraron ser mas estables en suspension acuosa, que las recu-
biertas con NaCit. Para las particulas recubiertas PEG se observo una fase
estable y una fase decantada, que podria estar relacionada con la forma-
cion de agregados dentro de una particula de PEG. Lo anterior fue confir-
mado con medidas de microscopia AFM donde se observd un tamano de
particula mayor para las particulas recubiertas con NaCit y PEG.

La agregacion de las particulas recubiertas con NaCit y PEG favorecio la
magnetizacion de saturacion de la suspension coloidal y por lo tanto au-
mento el SAR de la suspensian, logrando un aumento de 3 W/gFe para la
muestra con acido citrico hasta 500 W/gFe para la muestra con PEG.
Debido a su diferente modificacion superficial, estas particulas fueron
usadas para determinar la citotoxicidad por contacto en células canceri-
genas (melanoma murino). Los resultados demuestran que las nanopar-
ticulas recubiertas por PEG presentan una menor citotoxicidad que las
recubiertas con NaCit y acido citrico.

La baja toxicidad y su mayor SAR hacen de las nanoparticulas de oxidos de
hierro recubiertas con PEG, las mejores candidatas en hipertermia magne-
tica para una aplicacion médica como lo es el tratamiento del cancer.

El modelamiento fisico de los resultados obtenidos, permitio determinar
una clara correlacion entre la constante de anisotropia magnéticay la ener-
gia dipolar entre las particulas, asia mayor energia dipolar, mayor el valor de
la constante de anisotropia magnética v mayor el SAR obtenido bajo las
mismas condiciones de amplitud y frecuencia del campo de radiofrecuencia.

Los resultados aca reportados, son validados por la teoria de respuesta
lineal de la magnetizacion como funcion del campo aplicado y pueden ser
reproducidos tedricamente, usando los modelos actualmente propues-
tos v los datos experimentales obtenidos a partir de la caracterizacion
fisico-quimica.
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