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Resumen: Recientemente, existe un interés creciente en la produccién de materiales
compuestos a base de poliacido lactico cargados con nanoparticulas magnéticas tipo
ferrita que debido a sus propiedades es posible utilizarlas en el campo de la
hipertermia. Partiendo de esta necesidad, en el presente trabajo se procede a la
obtencién y caracterizacion de particulas de magnetita (Fe3O,), ferrita de cobalto
(CoFe,Q,) y ferrita de niquel (NiFe;O,), ademas de las mezclas de estas con
polidcido L-lactico (PLLA) y polidcido L-lactico/magnetita/hidroxiapatita (PLLA-
Fe304-HAP) mediante la técnica de ultrasonido de alta frecuencia. Los analisis de
Disfraccion de Rayos X (DRX) de las particulas de Fe3O4, CoFe;O4 y NiFe,O4
evidenciaron que se obtuvo la estructura cristalina de los materiales con un tamario de
particula nanométrico. Asimismo, para las particulas de magnetita se demostré que al
sintetizarlas en medios de reaccion altamente basicos, se generan particulas de menor
tamafio de cristal con una distribucion homogénea. Las propiedades magnéticas de
todas las nanoparticulas fueron caracterizadas, obteniendo particulas
superparamagnéticas de magnetita; la ferrita de cobalto presenté un comportamiento
ferrimagnético. Por otro lado, Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR) de los nanocompuestos laminares PLLA-Fe3O, reflejaron cierta interaccion
quimica entre la matriz y la carga. Asimismo, mediante Microscopia Electronica de
Transmision (MET) se evidencié que un aumento de la carga de nanoparticulas de
magnetita en la lamina de PLLA ocasiona zonas de aglomeracion del material sobre
la matriz polimérica. Las propiedades magnéticas de los compuestos laminares
arrojaron una atenuacion de la magnetizacion con respecto a las particulas sin
recubrir. Ademas, se obtuvieron nanocompuestos encapsulados PLLA-Fe3;O,
comprobando el recubrimiento de las particulas por analisis de FTIR y MET. Para
finalizar, se realizd un recubrimiento de las nanoparticulas de magnetita con
hidroxiapatita, las cuales fueron caracterizadas por MET Y AFM para verificar
cambios en la topografia de la ferrita.
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Introduccion

INTRODUCCION

La utilizacion del calor para curar diferentes enfermedades ha captado el
interés de muchos investigadores y durante las Gltimas décadas se han desarrollado
métodos y técnicas sofisticadas para inducir calor. Una de las aplicaciones de la
elevacion de la temperatura se encuentra en oncologia, donde existe una terapia
conocida como hipertermia la cual se utiliza para disminuir el volumen tumoral.

El término hipertermia se refiere a un aumento en la temperatura del cuerpo
humano inducido de manera artificial, ya sea de manera interna o externa, localizada
o0 sistémica. Hoy en dia, la hipertermia es utilizada como un agente sensibilizador de
las radiaciones ionizantes (radiosensibilizacién) 0 quimioterapia
(quimiosensibilizacion). Generalmente esto puede lograrse con temperaturas en el
rango de 41-43°C.

Existe un considerable interés en el uso de la hipertermia con
radiofrecuencias y microondas en el tratamiento de cancer, ya sea utilizando solo el
calor provocado por la radiacién, o una combinacién con radiacion ionizante o
farmacos. Las investigaciones realizadas actualmente a nivel tecnoldgico para la
aplicacion local de hipertermia siguen la linea de utilizacion de materiales
ferrimagnéticos para hacer intervenir esa radiacion y lograr una mayor elevacion de
temperatura ademas de una localizacion de este calentamiento. Entre estos materiales
ferrimagnéticos se encuentran las ferritas, que consisten en particulas compuestas por
oxidos de hierro, las cuales se inyectan directamente en el tumor para producir un
calentamiento.

Aunque los oxidos de hierro son biocompatibles, es importante dispersar las
nanoparticulas en un polimero biocompatible y biodegradable, con el fin de facilitar
su posterior eliminacion del organismo y lograr un calentamiento homogéneo sobre el
tumor. En este sentido destacan el Poliacido Léactico y la hidroxiapatita. La

hidroxiapatita es un compuesto mineral a base de calcio (fosfato de calcio), cuya
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férmula corresponde a Cas(PO4)3(OH), que se encuentra en los huesos y dientes del
cuerpo humano, demostrando asi su biocompatibilidad con un grado adecuado de
biodegradacion y el PLLA es un poliéster biodegradable y biocompatible de baja
toxicidad.

Partiendo de esta necesidad, en el presente proyecto se plantea obtener
materiales compuestos basados en Polidcido L-Lé&ctico cargados con nanoparticulas
de ferritas MFe,O4, (M= Fe, Ni, Co) y ferrita recubierta con hidroxiapatita (PLLA-
Fes04/HApP), estudiando sus propiedades fisicas y quimicas, para ser aplicados en
hipertermia localizada y asi obtener mejores resultados en el tratamiento de tumores
situados en regiones profundas del organismo.

La primera fase de la investigacion consiste en la obtencion de las
nanoparticulas de ferritas conocidas como magnetita (Fe3O,4), ferrita de cobalto
(CoFe,0,) y ferrita de niquel (NiFe,O4) empleando la técnica de ultrasonido de alta
frecuencia, analizando caracteristicas como tamafio de cristal, distribucion de tamafio
de particula y propiedades magnéticas del material. Se realiza ademas un analisis de
la capacidad del calentamiento de las nanoparticulas en un medio liquido cuando se
someten a radiacion por microondas.

Una vez preparadas las diferentes cargas se procede a las mezclas con las
matrices biodegradables y biocompatibles. En primer lugar se preparan laminas de
PLLA cargadas con magnetita para analizar la distribucién del material magnético
sobre la matriz polimérica asi como también el efecto del polimero sobre las
propiedades magnéticas de las nanoparticulas. Ademas de nanocompuestos laminares
se elaboran nanoparticulas de magnetita recubiertas con PLLA para generar un
material encapsulado. Con respecto a la hidroxiapatita se realiza un recubrimiento de
las nanoparticulas de magnetita utilizando un método biomimético para provocar el
crecimiento de un fosfato de calcio alrededor de la nanoparticula magnética y generar
un material con mayor biocompatibilidad sobre zonas 0seas. Los resultados obtenidos
se discuten en profundidad con base a la naturaleza de la interaccion matriz-carga y
por ultimo se exponen las conclusiones alcanzadas y las recomendaciones derivadas

de esta investigacion para trabajos futuros.
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CAPITULO |

FUNDAMENTOS DE LA INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema.

Los efectos del calor en las funciones fisiologicas humanas, y en particular en
procesos curativos, han captado el interés de médicos e investigadores durante
muchos afios. Una de las aplicaciones de la elevacion de temperatura en el cuerpo
humano se encuentra en oncologia, en donde es utilizada para disminuir el volumen
tumoral y reducir la dosis de narcoticos utilizados en la fase paliativa del cancer. Esta
terapia es conocida como Hipertermia (Hernadndez, Chong, Leija, Hernandez y
Marchal, 2001).

La hipertermia es un procedimiento terapéutico empleado para incrementar la
temperatura del cuerpo o de una region particular del organismo afectada por el
cancer. Consiste en aumentar la temperatura del tejido corporal liberando calor desde
una fuente externa para destruir células cancerigenas o prevenir su futuro
crecimiento. Dependiendo de la localizacion, profundidad, extension y gravedad de la
enfermedad cancerosa, existen tres métodos clinicos para la aplicacién de altas
temperaturas: hipertermia local, regional y de cuerpo completo. La hipertermia
localizada se utiliza para tratar tumores pequefios localizados superficialmente o
dentro de una cavidad accesible del cuerpo como el es6fago o el recto, empleando
comunmente las microondas, radiofrecuencia y ultrasonido como fuente de energia
(Chiche, Skowronek, Kubaszewska, y Kanikowsk, 2007).

Los resultados obtenidos actualmente a partir del calentamiento producido por
campos electromagnéticos en materiales bioldgicos han llevado primordialmente al
uso de las ondas de radiofrecuencia para el calentamiento terapéutico del tejido

enfermo, debido a que pueden penetrar profundamente y producir calor en tejidos
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subcutaneos. Sin embargo, el inevitable problema con la hipertermia es la dificultad
en calentar Unicamente la region tumoral a la temperatura requerida sin dafiar los
tejidos sanos circundantes (Hernandez et al., 2001; Zhao, Wang, Zenga, Xiab, y
Tang, 2009).

Investigaciones realizadas actualmente para la aplicacion de hipertermia
estudian el uso de materiales magnéticos para hacer intervenir el campo magnético y
lograr una mayor elevacion de temperatura ademas de una localizacion profunda de
este calentamiento. La terapia consiste en la utilizacion de un implante magnético en
el interior del tejido cancerigeno. Las particulas magnéticas incrustadas alrededor del
sitio tumoral y colocadas en un campo magnético se calentaran hasta una cierta
temperatura cuyo valor dependera de las propiedades magnéticas del material, la
fuerza del campo magnético, la frecuencia de oscilacion y la capacidad de
enfriamiento del flujo sanguineo (Hernandez et al., 2001; Van deer Zee, 2002).

En esta nueva terapia contra el cancer, nanoparticulas de ferrita (particulas con
un tamafio menor a los 100 nm) son inyectadas directamente en el tejido tumoral y
subsecuentemente calentadas, proveyendo una oportunidad para aumentar la gama de
aplicaciones de la hipertermia localizada, logrando calentar tumores situados en
regiones profundas del organismo como el crdneo (tumores cerebrales) o la pelvis
(cancer de cuello uterino y prostatico) (Chiche et al., 2007).

Aunque los oxidos de hierro son biocompatibles, es importante dispersar las
nanoparticulas en un polimero biocompatible y biodegradable, con el fin de facilitar
su posterior eliminacion del organismo y lograr un calentamiento homogéneo sobre el
tumor. Es por esto, que la superficie de las mismas debe ser recubierta con materiales
biocompatibles, entre los que destacan el Polidcido L-Lactico (PLLA) y la
Hidroxiapatita (HAp). La hidroxiapatita es un compuesto mineral a base de calcio que
se encuentra en los huesos y dientes del cuerpo humano, demostrando asi su
biocompatibilidad con un grado adecuado de biodegradacion y el PLLA es un
poliéster biodegradable y biocompatible de baja toxicidad.

Partiendo de esta necesidad, en el presente proyecto se busca obtener

materiales compuestos basados en Poliacido L-Lactico cargados con nanoparticulas
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de ferritas MFe,O4 (M= Fe, Ni, Co) y ferrita recubierta con hidroxiapatita (PLLA-
FesO4/HAp), estudiando sus propiedades fisicas y quimicas, para ser aplicados en
hipertermia localizada y asi obtener mejores resultados en el tratamiento de tumores

situados en regiones profundas del organismo.
1.2 Antecedentes.

Es de particular interés para la investigacion la obtencion de compuestos a
base de PLLA para aplicaciones en hipertermia, donde el éxito de esta terapia contra
el cancer depende de la habilidad para calentar localmente, lo cual se logra con
nanocompuestos magnéticos. Estos consisten en particulas magnéticas que sometidas
a un campo magnético externo generan calor local sobre el area afectada donde estan
colocados. Las propiedades mas importantes que deben poseer las particulas
magnéticas destinadas a aplicaciones biomédicas son biocompatibilidad, no tdxicas e
inyectabilidad, aunque, la propiedad méas importante entre las mencionadas es la no
toxicidad (Ito, Shinkai, Honda y Kobayashi, 2005). Oxidos férricos y ferrosos
constituyen la mayor parte de las particulas magnéticas, aunque metales como cobalto
y niquel son también utilizados.

Los polimeros biodegradables tienen cada vez mayor interés dentro del campo
de la investigacion y la industria quimica. Biodegradable, en este sentido, significa
hidrolizable a temperaturas no mayores de 50°C en un periodo que puede variar
algunos meses o afios. Otro importante requerimiento para cualquier aplicacion es
que los productos de degradacion sean no tdxicos. Muchos poliésteres alifaticos
poseen estas propiedades y entre los méas estudiados hasta el momento, el poliacido
lactico (PLA) ha demostrado ser un atractivo y Util poliéster biodegradable. El Poli L-
Acido Lactico (PLLA) es un termoplastico que, a causa de sus buenas propiedades
mecanicas, biodegradabilidad y baja toxicidad, esta siendo utilizado para aplicaciones
biomédicas tales como: sistemas de liberacion de drogas, farmacéuticos, ingenieria de
tejidos, suturas, protesis ortopédicas, hipertermia magnética, etc; (Gupta y Kumar,
2007).
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Estudios recientes han sido enfocados hacia el empleo de magnetita (FezO,)
como particula magnética debido a su biocompatibilidad, habilidad para generar calor
y estabilidad quimica. La ruta de sintesis mas utilizada para la obtencion de éste
6xido consiste en el tratamiento de una solucion de una de sales de hierro (Fe™ y
Fe*®) en medio bésico. Fried, Shemer y Markovich (2001) prepararon magnetita por
la técnica de precipitacion acuosa a partir de cloruro férrico (FeCls) y cloruro ferroso
(FeCly) afiadiendo hidréxido de amonio bajo atmdsfera de argdn a 80°C durante 2h.
La precipitacion origind nanoparticulas de magnetita con una estrecha distribucion de
tamafio (2-10nm). Li, Jiang, Huang, Ding y Chen (2008) prepararon también
nanoparticulas magnéticas de Fe;O,4 por ultrasonido de alta frecuencia. Las particulas
de magnetita fueron sintetizadas por el método hidrotermal con un complejo ferroso
usando H,O, como agente oxidante. Los andlisis de microscopia electronica
resultaron en que se obtuvieron esferas regulares de magnetita con un tamafio de
particula entre 23 y 25nm. Los patrones de difraccion de rayos X indicaron que la
Fe304 era pura con una estructura de espinela.

Muchas publicaciones se han enfocado principalmente en la produccion de
magnetita sobre matrices poliméricas. Hu, Neoh y Kang (2006) sintetizaron
magnetita encapsulada con PLLA para inducir la liberacion controlada de tamoxifen,
una droga ampliamente utilizada en el tratamiento contra el cdncer de mama. Los
nanocompuestos fueron sintetizados por una técnica extraccidén/evaporacion de
solvente en una emulsion aceite/agua (fase organica/fase acuosa) obteniendo
particulas de un tamafio de 200nm aproximadamente. La fase organica estaba
compuesta de magnetita, tamoxifen y PLLA en presencia de diclorometano (DCM) y,
para obtener una buena dispersion de la magnetita en la fase organica, se introdujo la
mezcla en un dispositivo de ultrasonido. La fase acuosa estaba compuesta de
poli(vinil alcohol) (PVA) disuelto en agua. La fase organica se introduce dentro de la
fase acuosa bajo agitacion para formar la emulsion para luego evaporar el DCM en un
evaporador rotatorio y separar las nanoparticulas por ultracentrifugacion. De acuerdo
a analisis de microscopia de electronica de transmisién (MET), se evidencia la buena

dispersion de la magnetita sobre la matriz de PLLA, y se puede apreciar mas
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claramente en el recuadro de la Figura N°1, donde las particulas de magnetita
aparecen de color blanco.

Figura N° 1: Imagenes de MET de las nanoparticulas preparadas con 100mg PLLA, 20mg Fe;0, y
5mg tamoxifen. Bar= 50nm para el interior. Imagenes de MET de las nanoparticulas preparadas con
100mg PLLA, 20mg Fe304 y 5mg tamoxifen. Bar= 50nm para el interior. Fuente: Hu et al. (2006).

Un procedimiento similar fue aplicado por Hamoudeh, Al Faraj, Canet-
Soulas, Bessueille, Lednard y Fessi (2007), quienes sintetizaron nanoparticulas de
magnetita encapsuladas con PLLA a partir de un método de evaporacion del solvente.
Para conocer el tamarfio y la forma de la magnetita sintetizada y las nanoparticulas
magnéticas (NPM) se emple6 la técnica de microscopia electronica de transmision
(MET) y microscopia de escaneo electronico (MEE), como se muestra en la Figura
N°2, observando que las particulas de magnetita obtenidas fueron completamente
esféricas y con una distribucion de tamafio uniforme. Ademas se evidencia una buena

dispersion sin presencia de aglomerados.

Figura N° 2: (A) MET micrografia de magnetita (bar = 100 nm). (B) MET micrografia de las NPM
(formula C, velocidad de agitacion = 22000 rpm; PVA concentracion = 0,5%, m/v; (A) MET
micrografia de magnetita (bar = 100 nm). (B) MET micrografia de las NPM (formula C, velocidad de
agitacion = 22000 rpm; PVA concentracion = 0,5%, m/v; PLLA concentracidn = 4%, m/v) (bar = 50
nm). (C) MEE micrografia de las NPM (formula C, velocidad de agitacion = 17500 rpm; PVA
concentracion = 0,5%, m/v; PLLA concentracién = 4%, m/v) (bar = 2 um). Fuente: Hamoudeh et al.
(2007).
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Ademas de la sintesis de compuestos encapsulados, se han obtenido laminas o
peliculas de diferente espesor con diferentes tipos de polimeros. Thanki, Dellacherie
y Six (2006) investigaron las caracteristicas de la superficie de peliculas de PLLA y
PLGA. Para ello disolvieron cada polimero en cloroformo y luego permitieron
lentamente la evaporacion del solvente a temperatura ambiente para asi generar una
ldmina de polimero sobre un portaobjetos. Para el caso de las laminas de PLLA
analizaron los cambios conformacionales que pueden generarse en las cadenas del
polimero utilizando diferentes tipos de solventes: acetona, tolueno, acetato de etilo y
furano tetrahidratado. Luego cada |&mina de polimero fue analizada por
espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR).

El objetivo final al obtener las nanoparticulas magnéticas consiste en analizar
el efecto de calentamiento al ser sometidas a un campo magnético externo. Qu, Liu,
Wang y Houng (2010) sintetizaron nanoparticulas de magnetita recubiertas con
chitosan, el cual es un biopolimero biocompatible y biodegradable, estudiando la
propiedad de inducir calor del material compuesto. Para ello disefiaron un aparato de
induccion de calor a baja frecuencia a temperatura ambiente como el que se muestra
en la Figura N°3. Un termometro de kerosén fue empleado para registrar la
temperatura y la intensidad del campo magnético aplicado sobre las muestras fue de
80kHz. El objetivo de la investigacion consisti6 en analizar el efecto de la
concentracion del material compuesto magnetita/chitosan, la intensidad del campo
magnético aplicado y ademas las diferencias entre las nanoparticulas recubiertas y sin
recubrir con chitosan sobre el aumento de la temperatura. Obtuvieron que a menor
concentracion del material compuesto la temperatura alcanzada era menor y ademas
que el efecto de calentamiento de las nanoparticulas de magnetita sin recubrir era
mayor que las nanoparticulas recubiertas con chitosan, evidenciandose un efecto de
apantallamiento del chitosan sobre la magnetita. Con relacion al campo magnetico
aplicado, evidenciaron que a mayor intensidad de campo, mayor es el efecto de las

nanoparticulas de inducir un aumento de la temperatura.
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Figura N° 3: Curvas de calentamiento de las NPM de Fe;O,4/chitosan. (1) Montaje experimental. (2)
Curvas de calentamiento para diferentes muestras a una corriente y concentracion fija (I=300A)
(C=10mg/ml) (a) NPM Fe304, (b) NPM Fe30,4-chitosan. (3) Curvas de calentamiento de NPM Fe304-
chitosan a una corriente fija (I=300A) y a diferentes concentraciones. (4) Curvas de calentamiento a
una concentracién fija (C=20mg/ml) y a diferente intensidad de corriente. Fuente: Qu et al. (2010).

Aparte de recubrir magnetita con polimeros, se han realizado investigaciones
para utilizar otros compuestos para tratar tumores en zonas mas especificas del
cuerpo humano, como el cancer de hueso, en el cual se deben utilizar materiales
afines a la composicion de la zona afectada. En este sentido, uno de los componentes
minerales dentro del hueso humano es la hidroxiapatita (HAP) que posee buena
compatibilidad y un adecuado grado de degradacion.

Uno de los métodos mas utilizados para la sintesis de hidroxiapatita es el
biomimético. Este consiste principalmente en la deposicion de una capa de apatita
similar al hueso sobre un sustrato por inmersion en fluido corporal simulado (SBF).
Muzquiz, Cortés y Escobedo (2010) prepararon particulas de magnetita recubiertas
con hidroxiapatita a partir de este método, siguiendo diferentes rutas de sintesis: 7
dias en inmersién en SBF o 1,5SBF y 7 0 28 dias usando un método de re-inmersion,
en presencia de un disco de wollastonita para aumentar la efectividad de nucleacion
de la apatita. Después de una semana en tratamiento evidenciaron que una capa de

apatita se habia formado sobre las particulas de magnetita.
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1.3 Objetivos.

1.1.1 Objetivo General.

Obtener y caracterizar nanocompuestos PLLA-MFe;O, (M= Fe, Ni, Co) y
PLLA-Fe;04/HAp para inducir hipertermia localizada.

1.1.2 Obijetivos Especificos.

e Estudiar el efecto de la técnica de ultrasonido de alta frecuencia sobre las
caracteristicas fisicas y quimicas de la matriz polimérica.

e Sintetizar particulas nanométricas de Fe3O,, CoFe,O4 y NiFe,O, mediante la
técnica de ultrasonido de alta frecuencia.

e Sintetizar particulas nanomeétricas de Fe3O4 recubiertas con hidroxiapatita.

e Caracterizar fisica y quimicamente las nanoparticulas de Fez04 CoFe;QOy,
NiFe;O4 y FesO4/HApP.

e Establecer el efecto de la variacion del pH de la mezcla de reaccion sobre el
tamarfio de particula de Fe3O,.

e Obtener nanocompuestos encapsulados y laminares de PLLA-Fe3O4 mediante la
técnica de ultrasonido de alta frecuencia.

e Obtener nanocompuestos laminares de PLLA-CoFe,O; y PLLA-NiFe,O4
mediante la técnica de ultrasonido de alta frecuencia.

e Caracterizar fisica y quimicamente los nanocompuestos PLLA-MFe,0,.

e Establecer el efecto de la carga sobre las caracteristicas magnéticas en los
nanocompuestos lamiares PLLA-MFe;0,.

e Caracterizar el aumento de temperatura generado en las nanoparticulas Fe3O,.

o Establecer el efecto de la carga sobre el aumento de temperatura generado en los

nanocompuestos PLLA-MFe,0;.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Sonoquimica.

La sonoquimica es la aceleracion o mejoramiento de los procesos y reacciones
quimicas mediante el uso de ultrasonido. El ultrasonido se define como una onda, que
es parte del espectro sonoro con un rango de frecuencia mayor de 20kHz, que
transmite energia mecanica por causa de la vibracion de particulas, sin ocasionar
transporte de las mismas (Leighton, 2007). En la Figura N°4 se puede observar los

rangos aproximados de frecuencia en el espectro sonoro.

20Hz 20kHz 2MHz 200MHz
Infrasonido Acustico

Figura N° 4: Rangos aproximados de frecuencia en el espectro sonoro. Fuente: http:scienceblogs.com

El estudio de los efectos del ultrasonido es un area de investigacion que ha
crecido rapidamente, ya que este puede inducir un amplio rango de consecuencias
fisicas y quimicas. Los efectos quimicos del ultrasonido recaen en tres areas:
sonoquimica homogénea de liquidos, sonoquimica heterogénea de sistemas liquido-
liquido o sélido-liquido, y la sonocatalisis. Los efectos fisicos del ultrasonido de alta
frecuencia incluyen: aumento de la transferencia de masa, emulsificacion y
calentamiento térmico. Todos estos efectos se derivan principalmente de un proceso
conocido como cavitacion acustica (Suslick y Price, 1999).

La cavitacién acustica es un fenémeno fisico que se genera cuando un liquido
es irradiado con ondas de ultrasonido provocando la formacién, crecimiento y
colapso de burbujas de gas. Cuando un liquido es sometido a una intensidad de
sonido por encima de un valor critico, el movimiento de las ondas de sonido a través

del liquido causa rapidas alteraciones de presion, resultando en la formacién de una
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masa de diminutas burbujas llenas de gas. Estas oscilan, aumentando de tamafio en la
fase de expansion de la onda de sonido, y comprimiéndose en la fase contraria. En
esta etapa, las burbujas se desintegran implosivamente, produciendo un calor intenso
y altas presiones en zonas localizadas, generando puntos calientes de muy corto
tiempo de vida. Estos puntos calientes alcanzan temperaturas de hasta 5000 °C,
presiones de alrededor de 1000 atm y tasas de calentamiento y enfriamiento por
encima de 10™° K/s. Este proceso de cavitacién puede ocasionar los siguientes efectos
(Suslick y Price, 1999):

e Mejora de la transferencia de masa por mezclado turbulento y agitacién

acustica;

e Generacion de dafios en la superficie de interfase de sistemas liquido-

solido por ondas de choque;

e Generacion de de colisiones entre particulas a muy alta velocidad; y

e Aumento del area superficial de sélidos por fragmentacion.

La sonoquimica ha sido ampliamente utilizada para modificar materiales tanto
fisica como quimicamente, especialmente polimeros. Los efectos del ultrasonido
sobre polimeros incluyen la dispersion de fibras y otros componentes en una matriz
polimérica (como en el caso de la formulacién de pinturas), encapsulacion de
particulas inorganicas con polimeros, modificacién de tamafio de particula de
polimeros en polvo y ademas, corte y soldadura de termopléasticos (Suslick y Price,
1999).

Una gran variedad de equipos comerciales estan disponibles para la
investigacion sonoquimica. Sondas de ultrasonido de alta intensidad (50 a 500W/cm?)
son la mas confiable y efectiva fuente para la sonoquimica a escala de laboratorio,
ademas de permitir un facil control de la temperatura. En la Figura N°5 se puede

apreciar un equipo estandar para el estudio de la sonoquimica a escala de laboratorio.
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Cabina de Aislamiento Acastico  Transductor Sonda

Soporte Ajustabl
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Figura N° 5: Equipo estandar para el estudio de la sonoquimica a escala de laboratorio. Fuente:
Measuring & Scientific Equipment.Hipertermia.

2.2 Hipertermia.

La hipertermia es una de las terapias utilizadas para el tratamiento del cancer,
al igual que la cirugia, la radioterapia, quimioterapia y la inmunoterapia. Es
considerada como un método artificial de incrementar la temperatura del tejido
corporal, liberando calor obtenido de una fuente externa, para destruir células
cancerigenas o prevenir su futuro crecimiento. Esta técnica es utilizada como una
terapia adyuvante, es decir, un tratamiento que se administra después de la terapia
principal. Combinada con otras técnicas, como la radioterapia, se obtiene como
resultado una regresion mas rapida del tumor en comparacion si se trabajara con
radioterapia exclusivamente (Chiche et al., 2007).

El rango de temperatura en el cual se practica esta terapia se encuentra entre
los 42,5 y 44°C. Las células normales son dafiadas a temperaturas mayores de 44°C.
La destruccion de las células va a depender tanto del nivel de temperatura alcanzado
como de la duracion de la sesion. Mientras mas alta sea la temperatura y mas largo

sea el tiempo de exposicion del tumor al calor, mayor seréa el efecto letal sobre €l. Sin

13



Capitulo I Marco Teérico

embargo, se debe garantizar un control continuo de la temperatura, ya que un
aumento brusco de la misma puede provocar dafio del tejido sano (Do Kyung et al.,
2005; Chiche et al., 2007).

Existen tres métodos clinicos para la aplicacion de la hipertermia, los cuales
van a depender de la localizacion, profundidad y etapa evolutiva del tumor:
hipertermia localizada, regional y de cuerpo completo, las cuales liberan calor hacia
zonas localizadas, avanzadas o profundas y diseminadas del cuerpo respectivamente.
Las energias utilizadas para aplicar calor a los tumores incluyen microondas,
radiofrecuencia, ultrasonido, agua caliente, implantes ferromagnéticos, nanoparticulas
y la radiacion infrarroja (Chiche et al., 2007). En la Tabla N°L se presenta las
aplicaciones clinicas de los diferentes tipos de hipertermia ademas del tipo de energia

utilizada en cada caso.

Tabla N° 1: Subtipos de hipertermia, ejemplos de aplicaciones clinicas y tipos de energia liberadas a
los tumores.

Tipo de hipertermia Localizacion del tumor | Aplicacion clinica
Localizada Tumores superficiales Cancer de cabeza
e Superficial Tumores intracavitales Céncer de mama
e Intracavital Tumores intraluminares Cancer rectal
e Intraluminal Tumores intersticiales Cancer de esofago
e Intersticial Glioma maligno
Céncer de cuello
Regional Tumores situados Cancer cervical
e Abdominal profundamente Cancer rectal
e Pélvico Tumores avanzados Cancer prostéatico
e Extremidades Cancer de vejiga
Céncer ovarico
Mesotelioma
De cuerpo completo Tumores diseminados Melanoma maligno
(metéstasis) Cancer ovarico
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2.2.1 Hipertermia localizada.

La hipertermia localizada es empleada para tratar pequefios tumores (de entre
3 y 6cm de diametro) localizados superficialmente o en el interior de una cavidad
accesible del cuerpo como el recto o el es6fago (Chiche et al., 2007).

Tumores localizados en la piel o por debajo de esta pueden ser calentados con
antenas, colocadas directamente o cerca del area de interés y para reunir informacion
sobre la temperatura alcanzada se implantan agujas, que contienen pequefios
termometros, en el tejido anestesiado. Esta técnica se puede aplicar de la misma
forma en tumores localizados en una cavidad del cuerpo humano que puede ser
alcanzada por un orificio natural, como lo son la uretra, el reto, la cérvix, la vagina o
el eséfago (Chiche et al., 2007).

Existe ademas otro método de calentamiento utilizando nanoparticulas.
Consiste en inyectar nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro directamente en el
tumor para luego calentarlas empleando un campo magnético. Esto provee una
oportunidad para calentar tumores situados en regiones profundas del cuerpo como el
craneo o la pelvis. La frecuencia utilizada para este fin esta en el orden de los 50-
100kHz (Zhao et al., 2009).

2.2.2 Hipertermia regional.

La hipertermia regional es un término empleado para calentar grandes areas
del cuerpo, como la cavidad abdominal, érganos particulares o las extremidades. Es
empleada en la mayoria de los casos para tratar tumores avanzados situados en la
pelvis, prostata, vejiga, colon, ovarios y muslos (Chiche et al., 2007).

La aplicacion mas comun de esta técnica consiste en utilizar un arreglo de
antenas pares alrededor del paciente. Estas antenas emiten energia de microondas o
radiofrecuencia que son enfocadas al area tumoral, con las cuales se pueden alcanzar
temperaturas de hasta 41-42°C con una amplitud de 70 a 150MHz (Chiche et al.,
2007).

15



Capitulo I Marco Teérico

2.2.3 Hipertermia de cuerpo completo.

La hipertermia de cuerpo completo es una oportunidad para pacientes con
enfermedad en fase de metastasis. Las células suelen ser mas sensibles a las drogas, y
por lo tanto més fécil de destruir, cuando se aumenta la temperatura corporal. Para
lograr este objetivo se utilizan cdmaras térmicas 0 mantas de agua caliente, lo cual
permite una mejor distribucion del calor en todo el cuerpo con algunos efectos
secundarios como lo es el estrés termico del corazén, pulmones, higado o cerebro
(Chiche et al., 2007).

2.3 Hipertermia magnética y por microondas.

El proceso por el cual se transforma las nanoparticulas absorben energia en un
tratamiento de hipertermia localizada transformandola en calor dependeré del tipo de
energia utilizada. Cuando un sistema de nanoparticulas se somete a un campo
magnético oscilante, estas absorben energia que luego se transforma en calor por
varios procesos, siendo los principales los procesos de relajacion, que ocurren por los
mecanismos de Néel y Brown (Mojica, 2009). En la Figura N°6 se aprecia ambos
procesos de relajacion.

/\I @ |m| Mecani’smo de
NANA A

O\ @ Mecanismo de
\D N Brown

Figura N° 6: Representacion esquematica de 0os mecanismos de los mecanismos de relajacion de Néel
y Brown.

(&)
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Cuando se somete un material magnético a un campo magnético las particulas
reciben energia del campo que impulsa a los momentos magnéticos a rotar para
alinearse con el campo. Esta rotacion se puede dar por dos métodos diferentes. Por
una parte se puede presentar en la nanoparticula una rotacién del vector del momento
magnético sin que haya una rotacién mecéanica de la misma, lo que se conoce como
mecanismo de relajacion de Neel y por otro lado la particula puede rotar manteniendo
su momento en la misma direccion respecto a ella por efecto del torque ejercido por
el campo magnético sobre el momento, conocido como mecanismo de relajacion de
Brown. La eleccion de uno u otro mecanismo depende del tamafio de las particulas.
Para particulas pequefias esta gobernada por la relajacion de Néel y para particulas
grandes por la relajacién de Brown (Mojica, 2009).

Sin embargo, cuando se realiza un proceso de calentamiento de particulas
magnéticas por microondas, este se debe al par de electrones desapareados de los
iones de hierro presentes en la mayor parte de estos materiales magnéticos. Estos
electrones son excitados por la absorcion de las microondas hasta un estado de alta
energia. Los electrones excitados cambian su direccion de spin y luego se relajan
hasta su estado fundamental emitiendo fonones. Los fonones son cuasiparticulas que
se originan en redes cristalinas y generan vibraciones en toda la red. Debido a esto se
convierte la energia de microondas en calor (Do Kyung et al., 2005).

2.4 Biomateriales biodegradables.

Un biomaterial estd definido como un material destinado a interactuar con
sistemas biologicos para evaluar, tratar, aumentar o remplazar cualquier tejido,
organo o funcién del cuerpo. El requisito esencial para calificar un material como
biomaterial es su biocompatibilidad, que es la habilidad de un material de llevar a
cabo con su huésped una aplicacion especifica. De acuerdo a su degradacion, se
considera un biomaterial como biodegradable cuando se produce ruptura de los
enlaces del material debido a un proceso hidrolitico o enzimatico que origina la

erosion del material (Nair y Laurenci, 2007).
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Algunas de las propiedades méas importantes de un biomaterial biodegradable
son las siguientes:

e EIl material no debe provocar ninguna respuesta inflamatoria o toxica al

implantarse en el cuerpo;

e El material debe tener una vida til aceptable;

e EIl tiempo de degradacion del material debe coincidir con el tiempo de
curacion o regeneracion;

e EI material debe tener propiedades mecénicas apropiadas para la
aplicacion indicada y la variacion en las propiedades mecéanicas con la
degradacion debe ser compatible con la curacion o el proceso de
regeneracion; y

e Los productos de degradacion deben ser no téxicos y capaces de ser
metabolizados y eliminados del cuerpo.

Entre los biomateriales méas utilizados se pueden encontrar los biopolimeros.
Algunas de las aplicaciones biomédicas de estos materiales incluyen: fabricacion de
implantes para tejidos 6seos como tornillos y placas, nano y micro estructuras para
sistemas de liberacion de drogas, membranas para guiar la regeneracién celular entre
otras. De acuerdo a su biodegradabilidad, los biopolimeros se dividen en dos grupos:
los biopolimeros degradables hidroliticamente y los degradables enziméaticamente.
Los biopolimeros degradables hidroliticamente son los mas utilizados en la
fabricacion de implantes debido a que son asimilados por el organismo con mayor
facilidad y las variaciones que se generan entre los pacientes son minimas (Nair y
Laurenci, 2007).

Los biopolimeros degradables hidroliticamente son polimeros que poseen
enlaces quimicos hidroliticamente inestables en su cadena. Los grupos funciones
susceptibles a hidrolisis son los ésteres, ortoésteres, anhidridos, carbonatos, amidas,

uretanos y ureas (Nair y Laurenci, 2007).
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2.5 Poliacido lactico (PLA).

Entre los biopolimeros biodegradables ampliamente estudiados en los ultimos
afios se encuentra el poliacido lactico. Es un poliéster alifatico biodegradable y un
termoplastico, derivado de fuentes renovables como el almidon y el azucar. EI PLA
estd compuesto por bloques de &cido lactico (&cido 2-hidroxy propanoico), el cual
posee dos configuraciones Opticamente activas, los isomeros L y D (Lim, Auras y
Rubino, 2008). En la Figura N°7 se muestran los diferentes isdmeros del mondémero

utilizado para la produccion del PLA.

I hi
HO Ho ~
\ % ~OH
H>g43 > chxH

(A) (B)

Figura N° 7: Diferentes isomeros para el acido lactico. (A) Acido L-lactico. (B) Acido D-l4ctico.
Fuente: Gupta y Kumar (2007).

El &cido lactico puede ser sintetizado por métodos biolégicos o quimicos. La
ruta quimica generalmente produce una mezcla racémica de ambos isémeros. A partir
del proceso bioldgico se obtiene un producto mas selectivo hacia un isémero en
particular y se basa en la fermentacion del almidén u otros polisacaridos disponibles
con facilidad, como el maiz, azicar de remolacha, azlcar de cafia, papas y la
biomasa. La mayoria de los productores comerciales del mundo producen acido
lactico por fermentacion bacterial, donde variables como pH, temperatura, atmésfera
y agitacion son constantemente monitoreadas (Gupta y Kumar, 2007).

El monomero mas empleado para la obtencion del PLA es la L-Lactida,
generando el poliacido L-lactico o PLLA. EI PLLA es un polimero que posee
aproximadamente un 37% de cristalinidad, una temperatura de transicién vitrea entre
60 y 65°C y una temperatura de fusién de 175°C (Nair y Laurenci, 2007). Ademas es

un compuesto que sufre degradacion hidrolitica. Este proceso comienza cuando el
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agua penetra la matriz polimérica e hidroliza sobre los grupos ésteres, disminuyendo
la longitud de la cadena carbonada y generando oligdbmeros y monomeros.
Seguidamente, los oligdbmeros son arrastrados de la matriz por los fluidos corporales
(Gupta y Kumar, 2007). En la Figura N°8 se presenta en forma esquematica el ciclo
de vida del PLA.

o]
N o x
\ A A é H  CH,
Cultivas Acido lactico

|

Dioxido de carbono
y biomasa

|

0
y
CH,
Olighmero PLA PLA
Figura N° 8: Ciclo de vida del PLA. Fuente. Gupta y Kumar (2007).

Los usos principales del PLA han sido limitados hacia aplicaciones médicas
en la fabricacion de implantes, soporte para tejidos, sistemas de liberacién de drogas
y suturas internas por causa de su alto costo, baja disponibilidad y peso molecular
limitado. Sin embargo, nuevas técnicas han permitido una produccién econémicay de
alto peso molecular ampliando sus usos. Desde la obtencion del PLA a partir de
fuentes sostenibles, se ha visto como un material prometedor para reducir el problema
de los desechos solidos. Su baja toxicidad unida con sus caracteristicas amigables con
el ambiente, han hecho del PLA un material ideal para empaques de comida u otros

productos de consumo (Lim et al., 2008).
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2.6 Materiales magnéticos.

Todo material responde a la presencia de un campo magnético. Los materiales
magnéticos de mas amplio uso se basan en metales y aleaciones ferromagnéticas,
como lo son el hierro, el niquel y el cobalto, o de materiales ceramicos

ferrimagnéticos, incluyendo ferritas y granates (Askeland y Phulé, 2004).
25.1 Magnetizacién, permeabilidad y campo magnético.

Cuando se hace pasar una corriente eléctrica a través de una bobina, se
produce un campo magnético H. La intensidad del campo magnético viene dada por

la siguiente ecuacion:

H= (Ecuacion 1)

n-l
l
donde n es el nimero de vueltas de la espira, [ es la longitud de la bobina [m], e I es

la corriente [A]. Las unidades de H son A/m (Askeland y Phulé, 2004).
Cuando un campo magnético se aplica en el vacio, se inducen lineas de flujo
magnéticos. El nimero de lineas de flujo, conocidas como densidad de flujo o como

inductancia B, K esta relacionado con el campo magnético aplicado mediante:
B=puy-H (Ecuacion II)

donde B [Tesla] es la inductancia, H es el campo magnético y u,[4n x 107
weber/(A-m)] es una constante conocida como permeabilidad magnética en el vacio
(Askeland y Phulé, 2004).

Cuando se coloca un material dentro del campo magnético, la densidad del
flujo magnético queda determinada por la forma en que los dipolos magnéticos

inducidos y permanentes interactian con el campo y se origina un fendémeno
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conocido como magnetizacion. La magnetizacion M representa el incremento de la
inductancia debido al material del nucleo, por lo que la ecuacion de la inductancia se

reescribe como:

B=puy-H+py-M (Ecuacién III)

La primera parte de la ecuacién representa el efecto del campo magnético
aplicado, la segunda parte es el efecto del material magnético presente. Si los
momentos magnéticos aplicados refuerzan el campo se crean un mayor numero de
lineas de flujo que pueden efectuar trabajo y se amplifica el campo magnético
(Askeland y Phulé, 2004).

2.5.2 Tipos de comportamiento magnético.

El comportamiento magnético de un material queda determinado por su
estructura electronica que crea dipolos magnéticos y las interacciones entre dichos
dipolos determinan el tipo de comportamiento observado. Entre los tipos de
comportamiento magnético que se pueden encontrar en la naturaleza se tienen el
diamagnetismo, paramagnetismo, ferromagnetismo, antiferromagnetismo,
ferrimagnetismo y superparamagnetismo. Para la investigacion se realizara un énfasis
en los dos ultimos antes mencionados (Askeland y Phulé, 2004).

e Ferimagnetismo: Se evidencia en materiales ceramicos, donde los iones
presentes poseen momentos magnéticos diferentes. En un campo
magnético, los dipolos del cation A pueden alinearse con el campo, en
tanto los dipolos del cation B se oponen al campo. Pero, debido a que la
intensidad no es igual, el resultado es una magnetizacion neta,
ocasionando una amplificacién del campo impuesto. Un material con este
tipo de comportamiento son las ferritas.

e Superparamagnetismo: Cuando el tamafio del grano de los

ferromagnéticos y ferrimagnéticos disminuye por debajo de un cierto
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tamafio critico, estos materiales se comportan como si fueran
paramagnéticos. La energia del dipolo magnético de cada particula se
vuelve comparable a la energia térmica, cambiando aleatoriamente la
direccion del momento magnético y haciendo que el material no posea un

momento magnético neto.

Las particulas con propiedades superparamagnéticas tienen un tamafio menor
de 10nm y entre las mas utilizan se encuentran los oxidos de hierro. El término
superparamagnetismo relaciona el comportamiento de una particula de tamafio
nanométrico con el pequefio momento magnético de un atomo. Es decir, en un
material superparamagnético las particulas nanométricas se comportan como si fueran
atomos individuales. Las particulas superparamagnéticas expuestas a un campo
magnético alterno son empleadas para induccion de calor. A través de la oscilacion
del momento magnético dentro de las particulas, la energia del campo magnético es
liberada en forma de calor y conducida a través del medio donde se encuentran
localizadas (Neuberger et al., 2005).

La ventaja principal de un material superparamagnético con respecto a un
ferrimagnético radica en la absorcion de la energia magnética. Las particulas
superparamagnéticas poseen mucha mayor tasa de absorcion comparada con
particulas magnéticas mas grandes y por lo tanto son mas predestinadas a ser

utilizadas en el campo de la hipertermia (Neuberger et al., 2005).

25.3 Ferritas.

De entre todos los tipos de materiales magnéticos, la méas resaltante para la
investigacion son las ferritas, las cuales son ¢xidos de hierro que poseen una
estructura cristalina de espinel. Una estructura tipica de espinel se aprecia en la
Figura N°9, la cual tiene una celda unitaria que se puede visualizar como una
formacion de ocho cubos méas pequefios. En cada uno de estos cubos menores se

localizan iones de oxigeno en las posiciones normales de una red cubica centrada en
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las caras. Dentro de los cubos pequefios hay cuatro sitios intersticiales octaédricos y
ocho sitios intersticiales tetraédricos, de los cuales los cationes ocupan tres. En
espinel normal los iones bivalentes ocupan sitios tetraédricos y los trivalentes, los
octaédricos. En los espineles inversos, el ion bivalente y la mitad de los iones
trivalentes se localizan en los sitios octaédricos. Esta estructura la tienen muchos
cerdmicos eléctricos y magnéticos importantes, incluyendo el Fe3O,4, conocido como
magnetita (Askeland y Phulé, 2004).

® [6n metdlico en sitio tetraédrico

O Ién metdlico en sitio octaédrico

() Ién oxigeno ocupando las
~ esquinas de los sitios
tetraédticos v octaédricos

Figura N° 9: (A) Sitio tetraédrico rodeado por cuatro iones de oxigeno. (B) sitio octaédrico enlazado a
seis iones de oxigeno. (C) Estructura de espinel. (D) Dos octantes mostrando la distribucion de los
cationes y atomos de oxigeno. Fuente: Nlebedim, Snyder, Moses y Jiles, (2010).

25.4 Magnetita y Ferritas de Cobalto y Niquel.

La magnetita es un 6xido de hierro que posee tanto Fe*? como Fe** en su
estructura (Fe*2Fe330;2), por lo tanto, no es termodinamicamente estable. Para
cristales suficientemente grandes, como la magnetita en rocas, la tasa de oxidacién a
condiciones atmosféricas es suficientemente lenta para que no se necesite proteccién
contra este proceso. Es un material con una estructura de espinela cubica que presenta
propiedades de ferrimagnetismo a temperaturas menores de 585°C y que de forma
natural muestra un comportamiento magnético. Este material ha venido cobrando

importancia debido a sus amplios usos en grabacion magnética, ferrofluidos, catalisis
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y aplicaciones biomédicas, como bioseparacion, orientacioén de drogas e hipertermia.
Para aplicaciones biomedicas, la magnetita es tratada a menudo modificando su
superficie, la cual puede mejorar su estabilidad quimica, y muchos materiales como
metales preciosos, silice, carbon y biopolimeros han sido empleados para este fin
(Gubin, Koksharov, Khomutov, y Yurkov, 2005; Qu et al., 2010; Chiche et al., 2007).

Un esquema de la celda unitaria de la estructura de espinel de la magnetita se
presenta en la Figura N°10. Los iones en los sitios tetraédricos de la magnetita se
alinean de forma tal que sus momentos se oponen al campo magnético aplicado. Los
iones en los sitios octaédricos refuerzan el campo. En consecuencia, los iones Fe* se
neutralizan entre si. Sin embargo, el i6n Fe*? del sitio octaédrico no encuentra

oposicion y refuerza el campo (Askeland y Phulé, 2004).

Laguna

Figura N° 10: Esquema de la estructura cristalina de la magnetita. Fuente: Prieto, Rodriguez,
Castafieda y Barrado (2002).

Cuando se reemplazan los iones Fe*? por otros, es posible cambiar el
comportamiento magnético. Cuando un ion Fe*? se sustituye con mezclas diversas de
zinc, manganeso, niquel, cobre o cobalto, se obtienen imanes eléctricos suaves. Los
iones de niquel tienen momentos magnéticos que cancelan parcialmente el efecto de
los dos iones de hierro, pero obteniendo un comportamiento ferrimagnético neto con
un ciclo de histéresis mas pequefio que el de la magnetita. Este mismo

comportamiento se ve reflejado con la sustitucion por iones cobalto pero en mayor
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intensidad comparado con el niquel, ya que el cobalto posee un mayor momento
magnético (Askeland y Phulé, 2004).

255 Materiales magnéticos en organismos biologicos.

Ha sido encontrado que algunas particulas magnéticas, entre las que destacan
algunos oOxidos de hierro, juegan un papel importante en el metabolismo y
funcionamiento de organismos vivos. Entre las particulas que comunmente se
encuentran en estos organismos se tienen la magnetita y la ferrihidrita (mineral basico
de la ferritina) (Gubin et al., 2005).

Nanoparticulas de magnetita con algunas impurezas de maghemita estan
presentes en la bacteria Magnetotactic spirillum y juegan un rol funcional
garantizando la orientacion de la bacteria interactuando con el campo magnético de la
tierra. Sin embargo, estas nanoparticulas no solo se encuentran en bacterias, sino
también en las células de organismos superiores. Se considera que nanoparticulas de
magnetita presentes en las células interactian con el polo magnético terrestre y
transmiten informacién a otros bioreceptores del organismo. Este mecanismo esta
relacionado con las migraciones estacionales de peces y aves y su habilidad para
localizarse con respecto al campo magnético de la tierra en cualquier instante (Gubin
et al., 2005).

La ferritina es la forma més abundante de hierro en animales y plantas. Es una
proteina soluble en agua que consiste en un nucleo formado por el mineral ferrihidrita
de unos 7nm de didmetro y una coraza proteinica de 6nm de espesor, la cual garantiza
la biocompatibilidad de la ferritina. Su rol principal es el de preservar la reserva de

hierro del organismo (Gubin et al., 2005).
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2.7 Meétodos de caracterizacion.
2.6.1 Difraccion de Rayos X (DRX).

Se puede obtener informacion relacionada con la estructura cristalina de un
material utilizando difraccion de rayos X. Cuando un haz monocromatico (de una
sola longitud de onda) golpea un material, los rayos X se dispersan en todas
direcciones. La mayor parte de la radiacién dispersa por un atomo anula la dispersada
por otros. Sin embargo, los rayos X que golpean ciertos planos cristalograficos en
angulos especificos se ven reforzados en vez de eliminados. Este fendbmeno se
conoce como difraccion. Los rayos X han sido difractados o el haz ha sido reforzado,

cuando las condiciones satisfacen la ley de Bragg,

A
sen(0) = 7 (Ecuacion IV)

donde el angulo 0 es la mitad del angulo entre el haz difractado y la direccion original
del haz, A es la longitud de onda de los rayos X y d es la distancia interplanar entre
los planos que causan el refuerzo del haz (Askeland y Phulé, 2004). Una

representacion grafica de este fendmeno se puede apreciar en la Figura N°11.

Figura N° 11: Interaccion de refuerzo entre rayos X y la estructura cristalina de un material. Fuente:
Askeland y Phulé (2004).

Cuando el material se prepara en forma de polvo fino, siempre habra algunas
particulas de polvo cuyos planos queden orientados en el angulo 0 adecuado para
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satisfacer la ley de Bragg. Por lo tanto, se producird un haz difractado, a un angulo de
260 en relacién con el haz incidente. En un difractometro, un detector mévil de rayos
X registra los angulos 20 en los cuales se difracta el haz, dando un patron
caracteristico de difracciéon. Si se conoce la longitud de onda de los rayos X, se
pueden determinar los espaciamientos interplanares y, finalmente la identidad de los
planos que causan la difraccion, obteniendo la red cristalina del material (Askeland y
Phulé, 1998).

Ademas de la estructura cristalina de la muestra, se puede determinar el
tamafio de particula de cristales muy pequefios, a partir del ancho medido de las
curvas de difraccion. Esto se puede lograr a partir de la ecuacion de Scherer,

09-1

__U7A E .,
dp b cos(8) (Ecuacion V)

donde dp es el diametro de particula, A es la longitud de onda de la radiacion, 0 es el

angulo de difraccion y b es la anchura del pico a media altura (Cullity, 1967).
2.6.2 Microscopia Electronica de Trasmision (MET).

Un microscopio electronico de transmision es un equipo de observacion
basado en el uso de ondas de electrones para producir imagenes de alta resolucion. El
microscopio posee lentes que refractan la fuente de iluminacion y la hacen converger
sobre un punto, haciendo uso de una serie de lentes electromagnéticos donde la fuente
de iluminacion es proporcionada por electrones. En cada lente electromagnético, los
electrones en virtud a su carga son forzados a seguir una determinada trayectoria
mediante la aplicacién de un campo electromagnético (Bozzola y Russell, 1998). En la
Figura N°12 se presenta un esquema simplificado de un microscopio electronico de
transmision.

Un analisis de microscopia electronica de transmision se emplea cuando el
dominio de los tamafios de la muestra a analizar es menor a lum. Entre la
informacién que se puede obtener a partir de este metodo se encuentra (Gubin et al.,
2005):

a) Presencia de nanoparticulas en el material y el arreglo relativo entre ellas;
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b) Determinacion de las dimensiones de nanoparticulas; y

c) Composicion de la fase de las nanoparticulas derivadas del registro de

patrén de difraccion de electrones.

En general, la microscopia electronica de transmision se ha vuelto un método
de investigacion muy usado y aceptado, para analizar propiedades microestructurales
a escalas manométricas. Sin embargo, presenta algunas desventajas (Askeland y
Phule, 1998):

a) La preparacion de las muestras que sean casi transparentes al haz de
electrones ocupa tiempo;

b) Se requiere mucho tiempo y destreza para analizar los datos obtenidos, ya
que una muestra delgada y tridimensional se representa en una imagen
bidimensional;

c) Solo se examina un volumen muy pequefio de la muestra; y

d) El equipo es relativamente costoso y requiere mucho cuidado en su uso.

Fuente de Luz (lampara)

Fuente de Iluminacién
{cafion de electrones)

Lente Condensador

Muestra

Lente Objetivo

Apertura del Lente
Objetivo

Lente Intermedio

Lente Proyector

Pantalla Fluorescente

Figura N° 12: Esquema de un microscopio electrénico de transmision. Fuente: Cheremisinoff (1996).
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2.6.3 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR).

Los espectros de infrarrojo surgen como resultado de las interacciones de los
solidos con la radiacion electromagnética (infrarrojo), las cuales implican vibracion y
rotacion de moléculas y estan asociadas con la deformacion de los enlaces
interatdbmicos y de los angulos interenlaces. Parte de esa radiacion infrarroja es
absorbida por el solido y otra pasa a través del mismo (trasmitida) y el resultado de
esto representa un espectro de absorcion y transmision molecular, creando una huella
de la muestra. Como dos materiales no pueden ser iguales, y cada uno esta
constituido por diferentes combinaciones de &tomos, implica que dos materiales no
pueden producir el mismo espectro infrarrojo. Por lo cual, esta técnica ha resultado
ser positiva para identificar de manera cualitativa cualquier material (Thermo Nicolet
Corporation, 2001; Chiche et al., 2007).

Un espectro de transmision de infrarrojo es un esquema donde se representa el
porcentaje de radiacién transmitida contra la frecuencia de la radiacion absorbida
dada en cm™. Para aumentar la resolucién de los espectros se emplea la Transformada
de Fourier (FTIR), el cual promedia un gran nimero de espectros y da una sefial
mejorada disminuyendo los efectos del ruido y por lo tanto una mayor sensibilidad en
comparacion con la espectroscopia de infrarrojo convencional. Ademas FTIR permite

una recoleccion de los datos de forma mucho mas rapida (Chiche et al., 2007).

2.6.4 Propiedades magnéticas (ciclo de histéresis magnética).

El ciclo de histéresis magnética es una representacion grafica de la relacion
entre magnetizacién y campo. Este se realiza imponiendo un campo magnético sobre
un determinado material y se completa en tres etapas, tal como se puede evidenciar en
la en la Figura N°13.

1. Etapa uno: Cuando se impone un campo magnético sobre un material, los
dominios (regiones dentro de un material donde los dipolos estan ordenados
en una direccion) que estan alineados en relacion al campo crecen a expensas

de los no alineados. Conforme aumenta la intensidad del campo, los dominios
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con orientacion favorable crecen con mayor facilidad. Eventualmente, los
dominios con orientacién desfavorable desaparecen y la rotacion completa la
alineacion de los dominios del campo. La magnetizacion de saturacion (M),
que se produce cuando todos los dominios estan orientados en la misma
direccion al campo magnético, es la magnetizacion mas elevada que puede
lograrse con el material (Askeland y Phulé, 2004).

2. Etapa dos: Cuando se elimina el campo magnético, la resistencia que ofrecen
las paredes de los dominios impide que los dominios vuelvan a crecer con
orientaciones aleatorias. Como resultado, gran parte de los dominios quedan
orientados en la direccion original del campo y una magnetizacién residual,
que se conoce como remanencia (M) se encuentra presente en el material
(Askeland y Phulé, 2004).

3. Etapa tres: Si ahora se aplica un campo magnético opuesto al inicial, los
dominios crecen con una alineacion en la direccion inversa. Se requiere un
campo coercitivo H; para obligar a los dominios a que se cancelen entre si.
Con incrementos adicionales en la intensidad del campo, los dominios
finalmente se alinearan hasta la saturacion en la direccion opuesta (Askeland y
Phulé, 2004).

Mr/ Me

Hc/ -

Figura N° 13: Ciclo de histéresis magnética para un material ferrimagnético. Fuente: es.wikipedia.or

Con este analisis se pretende analizar la respuesta del material a los campos
magnéticos, a partir de parametros como la magnetizacion de saturacion, el campo
coercitivo, la magnetizacion residual y asi verificar su aplicacion en el campo de la

hipertermia.
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CAPITULO 111

MARCO METODOLOGICO

3.1 Sintesis de las nanoparticulas magnéticas.

La primera fase de la investigacion consistio en la sintesis de las
nanoparticulas de Fe3O4, CoFe,O,4 y NiFe,O,4a partir de sales metélicas, empleando la
técnica de ultrasonido de alta frecuencia. Los materiales utilizados se describen en la
Tabla N°2.

Tabla N° 2: Materiales a utilizar en la sintesis de las nanoparticulas magnéticas.

Nombre Formula Pureza (%0)
Cloruro de Hierro (1) FeCl,-4H,0 99,00
Cloruro de Hierro (1) FeCl;3-6H,0 99,00
Cloruro de Cobalto (1) CoCl,-6H,0 99,00
Cloruro de Niguel (1) NiCl,-H,0O 98,00
Hidroxido de Amonio NH,OH 29,17
Hidroxido de Sodio NaOH 99,00

3.1.1 Sintesis de las nanoparticulas de Magnetita (Fe3O,).

Para la sintesis de la magnetita se emple6 cloruro de hierro (1) tetrahidratado
(FeCl,-4H,0) vy cloruro de hierro (I11) hexahidratado (FeCl;-6H,0) como fuentes de
hierro, con una relacién molar de Fe*? y Fe*® de 1:2 respectivamente. Las sales de
hierro se disolvieron en 50ml de agua destilada. Luego se afiadié cierto volumen de
NH;OH e inmediatamente se sometio la mezcla a condiciones de ultrasonido de alta
frecuencia (20kHz) con ayuda de un desintegrador ultrasénico MSE de 150Watt por

30min. El proceso de reaccion fue el siguiente:

FeCl, + 2FeCl; + 8NH,OH — Fe;0, + 8NH,Cl + 4H,0
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Terminado el tiempo de reaccion las nanoparticulas se hicieron precipitar por
magnetizacion y se medio el pH final de la solucién. Finamente las nanoparticulas
fueron lavadas continuamente con agua destilada hasta alcanzar un pH neutro para
luego ser secadas a 70°C.

Se realizaron tres sintesis a diferente pH variando la cantidad de NH,OH en la
mezcla de reaccion para verificar la dependencia del tamafio de particula con el pH de

la solucion. Las cantidades empleadas de cada reactivo se presentan en la Tabla 3.

Tabla N° 3: Cantidades a emplear de cada reactivo para la sintesis de las nanoparticulas de magnetita.

Nombre Férmula Sintesis 1 Sintesis 2 Sintesis 3
Cloruro de Hierro (I1) FeCl,-4H,0O 2,01g 2,01g 2,019
Cloruro de Hierro (I11) FeCl;3-6H,0 5,469 5,469 5,469
Hidréxido de Amonio NH,OH 8ml 16ml 12ml

Finalmente se realiz6 la caracterizacion de las muestras obtenidas a partir de
los métodos de Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR),
Difraccion de Rayos X (DRX), Microscopia Electrénica de Transmision (MET).
Ademas de los métodos mencionados, se caracterizaron propiedades magnéticas y la
capacidad de inducir calor de las particulas a partir de un experimento de hipertermia.

Como sintesis adicional por falta de reactivos e insuficiencia de magnetita
para la realizacion de las pruebas de hipertermia y los recubrimientos con
hidroxiapatita, se prepararon particulas de magnetita a partir de Sulfato de hierro (I1)
hetaphidratado (99% de pureza) y perdxido de hidrégeno siguiendo el procedimiento
presentado por Li et al. (2008). Una cantidad de 2,5g de FeSO,4-7H,0 se disolvieron
en 30ml de agua destilada para seguidamente afiadir 12ml de NH4OH introduciendo
la mezcla en ultrasonido por 5min. Al finalizar la sonicacion se afiadieron 2ml de
H.0, y la mezcla de reaccion se sometio a ultrasonido por 20min mas. El proceso de

reaccion es el siguiente:
FeSO, - 7H,0 + 2NH,OH — Fe(OH), + (NH,),S0, + 7H,0

3Fe(OH), + H,0, —» Fe3;0, + 4H,0
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Al finalizar la reaccién las nanoparticulas se recolectaron en un beaker y se
precipitaron con un iman. Fueron lavadas con agua destilada para neutralizar el pH y
secadas al vacio para eliminar los rastros de humedad. La magnetita obtenida a partir

de este método se denomind “Magnetita S”.

3.1.2 Sintesis de las nanoparticulas de CoFe,0O,4y NiFe,0s.

Para la sintesis de ambas espinelas se empled cloruro de cobalto (1)
hexahidratado (CoCl,-6H,0) y cloruro de niquel (II) monohidratado (NiCl,-H,O)
como fuentes de cobalto y niquel respectivamente. Dependiendo del caso, la sal de
cobalto o niquel se disolvio junto con FeClz-6H,O en 50ml de agua destilada con una
relacién molar de Co*¥/Ni*? y Fe*® de 1:2 respectivamente. Luego se afiadi6 cierto
volumen de NaOH e inmediatamente se sometié la mezcla a condiciones de
ultrasonido de alta frecuencia (20kHz) con ayuda de un desintegrador ultrasonico
MSE de 150Watt por 30min. El proceso de reaccidon fue el siguiente:

CoCl, + 2Fe(Cl; + 8NaOH — CoFe,0, + 8NaCl + 4H,0

NiCl, + 2FeCl; + 8NaOH — NiFe,0, + 8NaCl + 4H,0

Terminado el tiempo de reaccion las nanoparticulas se precipitaron por
centrifugacion y fueron lavadas continuamente con agua destilada hasta alcanzar un
pH neutro para luego ser secadas a 70°C. Las cantidades empleadas de cada reactivo

se indican en la Tabla N°4:

Tabla N° 4: Cantidades a emplear de cada reactivo para la sintesis de las nanoparticulas de CoFe,0O, y
NiFe,0,.

Nombre Formula Sintesis CoFe,O4[g] | Sintesis NiFe,O4[g]
Cloruro de Hierro (111) | FeCl3-4H,0 2,73 2,73
Cloruro de Cobalto (11) | CoCl,-6H,0 1,20 -
Cloruro de Niquel (I1) | NiCl,-H,O - 1,22
Hidroxido de Sodio NaOH 2,00 2,00
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Para la caracterizacion de estas nanoparticulas se realizaron los mismos
andlisis que para la sintesis de magnetita (Fe3O4): FTIR, DRX, MET, propiedades

magnéticas e hipertermia.

3.2 Sintesis de los nanocompuestos laminares PLLA- MFe,O4 (M= Fe, Ni, Co).

La segunda etapa de la investigacion consistio en la obtencidén de compuestos
laminares de PLLA recubriendo las nanoparticulas de ferrita sintetizadas en la
primera parte. La finalidad fue la de obtener laminas de polimero cargadas con
diferente cantidad de ferrita: 15,00%, 22,50% y 30,00% en peso. ElI PLLA a utilizar
se encuentra en forma de pellets y posee un peso molecular promedio de 120x10*
g/mol (Signori, Coltelli y Bronco; 2009).

La sintesis de estos nanocompuentos se realizé de la siguiente manera. En
primer lugar se pesaron 100mg del polimero, los cuales fueron disueltos en 20ml de
cloroformo bajo agitacion continua. Una vez disuelto se procedié a afadir la
respectiva masa de ferrita y se sometio la solucién a ultrasonido de alta frecuencia
con ayuda de un desintegrador ultrasonico MSE de 150Watt (20kHz) por 5min, para
garantizar un buen soporte de la nanoparticula sobre la matriz polimérica. Finalizado
el tiempo se procedié a trasvasar la solucién a una capsula para evaporar el solvente a
condiciones ambientales durante 24h. La lamina formada en las paredes de la capsula
se separd y almacend.

Los nanocompuestos se obtuvieron para las magnetitas sintetizadas a diferente
pH vy las ferritas de niquel y cobalto. Las cantidades a emplear para cada

concentracion se muestran en la Tabla N°5:

Tabla N° 5: Cantidades a emplear de cada ferrita para la preparacion de los nanocompuestos con
PLLA.

Concentracion | Masa de MFe,O,
(%) [p/p] (mpmFe,0,) [M]

15,00 17,65

22,50 29,03

30,00 42,86

35



Capitulo III Marco Metodolégico

Para la caracterizacion se utilizaron las siguientes técnicas: FTIR, DRX, MET,
propiedades magnéticas e hipertermia.

3.3 Sintesis de los nanocompuestos encapsulados PLLA-Fe30;.

La tercera etapa de la investigacion consistio en obtener nanocompuestos de
magnetita encapsulados con PLLA. Para ello se realizaron dos procedimientos de
obtencion.

En primer lugar se realiz6 una encapsulacion por el método de emulsion
aceite/agua descrito por Hu et al. (2006). Para ello se prepard una solucién fase aceite
la cual estuvo compuesta por 100mg de PLLA y 20mg de magnetita disueltos en
20ml de cloroformo. La fase acuosa fue una solucién de PVA (Polialcohol vinilico)
1% m/v. La fase aceite se sonicd por 5min y luego se trasvasé a la fase acuosa, para
luego la mezcla resultante ser sonicada por otros 5min. Ambas fases fueron separadas
por centrifugacion por 10min haciendo lavados continuos con agua destilada caliente
para disolver el exceso de PVA.

El segundo método consistio en disolver 100mg de PLLA en 20ml de
cloroformo bajo agitacion continua. Seguidamente, 20mg de Fe;O, fueron afiadidos a
la solucidn de polimero para luego someter la mezcla a un proceso de ultrasonido con
ayuda de un desintegrador ultrasonico MSE de 150Watt por 5min para garantizar un
buen soporte de la nanoparticula sobre la matriz polimérica. Finalizado el tiempo, las
nanoparticulas se precipitaron con ayuda de un magneto, para asi separarlas de la
solucién y obtener exclusivamente la magnetita recubierta, procediendo a retirar el
exceso de polimero y cloroformo. Posteriormente se procedi6 a realizar un lavado de
las nanoparticulas con agua destilada, garantizando una suspensién de las mismas con
ayuda de un dispersador por ultrasonido Cole-Palmer 8891 para evitar aglomeracion.
Finalmente las nanoparticulas fueron secadas en un desecador al vacio.

Para la caracterizacion se utilizaron las técnicas de MET y FTIR.
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3.4 Sintesis de los nanocompuestos Fe;O4/HAp.

La Gltima etapa de la presente investigacion consistio en la obtencién de
nanocompuestos de magnetita recubiertos con hidroxiapatita empleando el método
biomimético. Para ello se preparar6 una solucion de fluido corporal simulado
concentrado, siguiendo el procedimiento original descrito por Kokubo y Takadama
(2006) para preparar SBF. La intension es la de obtener 500ml de una solucion de
SBF concentrado 1,5 veces en todos sus iones (1,5SBF). Las cantidades empleadas de
cada reactivo, junto con el orden de adicion en la solucién, son las mostradas en la
Tabla N°.

El procedimiento general se describe a continuacion. En un beaker se
afiadieron 200ml de agua destilada bajo condiciones de calentamiento y agitacion
continua a 37°C. El pH de la solucion contenida en el beaker fue constantemente
monitoreado. Luego se afiadié cada una de los reactivos en el orden indicado en la
Tabla N°, uno a uno, garantizando la completa disolucion de cada uno de ellos antes
de la adicion del siguiente hasta llegar al reactivo 8, lo cual se logré verificando que
el pH de la solucién no fluctGe después de cada adicion. En ese momento se afiadio
poco a poco el tris controlando el pH hasta alcanzar un valor cercano a 9,24. Una
adicién brusca de este reactivo puede generar cambios bruscos de pH y ocasionar la
precipitacion de los sulfatos y fosfatos presentes en la solucién, lo que provocaria
repetir el procedimiento. Al obtener el pH final deseado, la solucidn se trasvasé a un
balén aforado de 500ml para completar el volumen con agua destilada y luego se
almacend en un refrigerador para evitar la degradacion del producto.

Para la realizacion del método biomimético, se mezclé 150mg de magnetita
con un 50ml de 1,5SBF en un reactor herméticamente sellado. Luego se sumergio el
reactor en un equipo térmico para mantener la temperatura de la solucién a 37°C e
iniciar la deposicion de la hidroxiapatita sobre la magnetita. Se realizaron cambios en
la solucion de 1,5SBF cada cierto tiempo para garantizar una concentracion uniforme

de las sales a lo largo de toda la reaccion por 11 dias. Al finalizar el proceso se
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desmonto el reactor y se realizaron 3 lavados con agua destilada y uno final con
acetona. Luego se dejé secar la magnetita en un desecador al vacio.

Tabla N° 6: Orden, cantidades y purezas de los reactivos para preparar 500ml de 1,5SBF.

Orden Reactivo Cantidad | Pureza (%)
1 NaCl 6,027¢ 99,50
2 NaHCO; 0,2669 99,50
3 KCI 0,169¢ 99,60
4 KoHPO, 0,131g 99,80
5 MgCl,-6H,0 0,234g 98,00
6 HCI 29,25ml -
7 CaCl,-2H,0 0,279¢ 99,00
8 Na,SO4 0,054g 99,00
9 Tris csp -

Para la caracterizacion se utilizaron las técnicas de MET y AFM. En la Figura

N°14 se presenta un esquema general de la metodologia de investigacion.

Sintesis via
Ultrasonido

Y
Materiales
L PR
Compuestos

'

Laminas

@LLA/MPe

o) (s

Cépsulas
PLLA/Fe;O

Recubrimiento
4 HAP / F8104

Concentrauun Ferrita
%= 15,00; 22,50; 30,00.

Magnéticas
Hipertermia

FTIR

MET e AFM
DRX e FTIR e MET
Propiedades e MET

Figura N° 14: Esquema general de metodologia de investigacion. Fuente: Elaboracion propia.
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3.5 Condiciones de los ensayos de caracterizacion
3.5.1.  Microscopia electrénica de Transmision (MET).

Los andlisis por microscopia electronica de transmision se realizaron en el
Laboratorio de Polimeros de la Universidad Simén Bolivar en un microscopio JEOL
1220 con un voltaje acelerador de 100kV. Las muestras en polvo se prepararon por la
técnica de suspension hiumeda, en la cual una pequefia cantidad de la muestra se
colocé en un vial, con una mezcla de 70% de etanol y 30% de agua y posteriormente
se sometiron a ultrasonido por cinco minutos para lograr una dispersion adecuada de
las particulas. Seguidamente con una pipeta pasteur se tomé una alicuota y se colocd
sobre una rejilla de cobre de 100 mesh con soporte de colodion, recubiertas con una
fina capa de carbono, la cual se ionizé con una ldmpara UV.

Las muestras laminares se prepararon por el método de corte. Para ello las
laminas se embebieron en resina epdxica por 72 horas. Al finalizar este tiempo se
introdujeron en moldes, se cubrieron con resina epdxica nuevamente y se llevaron a
la estufa a 60°C por 48 horas. Luego se procedié a cortar con una cuchilla de

diamante en un ultramicrotomo RMC modelo Power Tome X.
3.5.2.  Espectroscopia infrarroja (FTIR).

Este analisis se realiz6 en un espectrofotémetro Perkin Elmer IR100 en los
rangos de frecuencia comprendidos entre 4000 — 400 cm™ ubicado en el Centro de
Ingenieria de Materiales y Nanotecnologia del IVIC. Para analizar las muestras en
polvo se prepararon las patillas a partir de ioduro de cesio (Csl). Se pesaron 200 mg
de esta sal, 0.8 mg de muestra y la mezcla resultante se tritur6 en un mortero de agata.
Posteriormente se agrego en un troquel y se sometio a alta presion, aplicando vacio
por tres minutos aproximadamente. Finalmente se obtuvo la pastilla y se procedio a

tomar los espectros infrarrojos, mediante el software Spectrum v6.3.4.
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Por su parte, las peliculas de los polimeros no requirieron ningun tipo de
preparacion de la muestra, ya que el espectro se obtuvo simplemente colocando la

pelicula a analizar.

3.5.3.  Difraccion de rayos X (DRX).

Para la obtencion del difractograma se tomdé una pequefia porcion de
aproximadamente 10 mg de cada una de las muestras en polvo. Las peliculas de los
polimeros no requirieron ningun tipo de preparacion de la muestra, ya que el
difractograma se obtuvo simplemente colocando la pelicula a analizar. Se empleé la
radiacion proporcionada por un tubo de cobre y el experimento se llevo a cabo entre
20y 80° con un paso de 0,02 °/0.52 seg.

3.5.4.  Propiedades magnéticas.

Para obtener el ciclo de histéresis magnética de las muestras se empleé un
magnetometro. El equipo consta de dos electroimanes (Varian modelo 155), una
fuente de poder (Magnet Power Supplies. Varian V-7900), un gaussimetro (5180
Gauss/Tesla meter) y un magnetometro (Vibrating simple Magnetometer 155
Princeton Applied Research). Para la recoleccion de los datos y el control del equipo
se contd con una interfaz computarizada que utiliza el lenguaje Visual Basic,
obteniendo los datos en formato analégico desde el magnetémetro y transformandolo
a digital. El resultado del analisis fue una gréafica de Magnetizacion contra Campo
magnético aplicado.

Las muestras fueron preparadas en capsulas (las cuales no interactian con el
campo magnético aplicado). Dentro de las mismas se colocO una cantidad
aproximada de 30mg de muestra y se sellaron con un poco de algodén. Al comenzar
el analisis, se calibro el gaussimetro en cero y se procedi6 a asegurar la muestra justo
en el centro de los electroimanes. Estos poseen cuatro bobinas y se debid garantizar

que la muestra esté equidistante de cada una. Luego se inicié el programa de
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computadora. El barrido de cada muestra se realiz6 en un lapso de una hora y media

aproximadamente.

3.5.,5.  Hipertermia.

Para las mediciones de hipertermia se siguié un procedimiento similar al
aplicado por Do Kyung et al. (2005). Para ello se utilizé un horno de microondas
operando al 50% de su potencia maxima de 1000W (Panasonic modelo NNS431WL).
En recipientes de Teflon se colocé una solucion de tolueno seco conteniendo
nanoparticulas de magnetita a diferentes concentraciones para luego ser insertados en
la cavidad del horno de microondas. Las mediciones de temperatura fueron realizadas
después de cierto tiempo de expuestas las nanoparticulas a la radiacion mediante una
termocupla, midiendo directamente la temperatura de la solucion como se muestra en
la Figura N°15.

Figura N° 15: Montaje experimental para la medicion de la temperatura de la solucién durante el
proceso de hipertermia.

A continuacion, en la Tabla N°7 se presentan las concentraciones de magnetita
en tolueno empleadas para el experimento.
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Tabla N° 7: Cantidades de magnetita y tolueno empleadas para el experimento de hipertermia.

Masa de Magnetita [mg] | Volumen de Tolueno [ml]
100 100
300 100
500 100

Ademas de caracterizar el incremento de la temperatura generado por las
nanoparticulas, se realizo el estudio de los nanocompuestos laminares PLLA-
“Magnetita S” en colaboracion con el Instituto de Ingenieria en el IDEA. En este
sentido se prepararon laminas de polimero de 15x20cm cargadas con magnetita en
concentraciones de 15%, 22,5% y 30% y un blanco de PLLA sin magnetita. Para cada
lamina se utilizaron 10g de polimero disueltos en 1L de cloroformo siguiendo el
procedimiento descrito anteriormente en la metodologia.

El ensayo consistio en irradiar la muestra con una onda plana con un nivel
repetible de 20V/m. En la Figura N°16 se presenta la configuracion del ensayo de

caracterizacion del incremento de temperatura de los nanocompuestos laminares.

Figura N° 16: Configuracion del ensayo de hipertermia de los nanocompuestos laminares.

Para realizar esta prueba se necesito:
e Céamara semianecoica.
e Software de control EMC32.
e Antena logaritmica de 600MHz a 10GHz STPL9149.
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e Amplificador doble banda MILMEGA 1 GHz — 6 GHz.

e Generador de sefiales SMA 100AROHDE&SCHWARZ.

e Sensores de potencia Z91 R&S.

e Power meter R&S.

e Camara termogréafica FLICKR.

La muestra se colocé a una distancia de 1m de la antena y fue irradiada con

una intensidad de campo de 20V/m por etapas. El ensayo se realiz6 en un rango de
frecuencias de 1 a 6 GHz con paso de 500 MHz cada 50 segundos. Al finalizar cada

paso se midio la temperatura de la lamina utilizando la cAmara termografica.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

En vista de que uno de los objetivos fundamentales del presente trabajo es
obtener el material compuesto PLLA-ferrita mediante sonicacion, es importante
observar el efecto de la técnica de ultrasonido de alta frecuencia sobre las
caracteristicas fisicas y quimicas del polimero. En este sentido la matriz polimérica
(PLLA) fue procesada en solucién con y sin sonicacion y luego ambas muestras

analizadas mediante FTIR.

En la Figura N°17 se presenta el espectro de infrarrojo del PLLA empleado en
la investigacion con sonicacion y sin sonicacion.

Figura N° 17: Espectro de FTIR del PLLA con y sin sonicacion. (a) PLLA con ultrasonido. (b) PLLA
sin ultrasonido.

Entre las bandas de absorcion mas importantes se encuentran las asociadas a
la vibracion de los enlaces C-H ubicadas en los nimeros de onda de 2995, 2945 y

2880 cm™. Ademas se observa un fuerte pico a 1756 cm™ el cual corresponde a la
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vibracion del grupo carbonilo (C=0) de la fraccién éster del polimero. Asimismo se
tiene una banda a 1080cm™ asignada a la tension asimétrica entre los enlaces C-O-C
y, finalmente otra a 757cm™ la cual corresponde a la vibracién por flexién de los
grupos carbonilo (Krikorian y Pochan, 2005).

Se puede apreciar en los espectros de absorcion que la integridad quimica del
polimero no se ve alterada durante el proceso de sonicacion empleando cloroformo

como disolvente, por lo tanto es posible preparar los compuestos con esta técnica.

4.1. Nanoparticulas de Fe3O,4 (magnetita).

4.1.1. Dependencia del tamafio de particula con la variacion de pH
del medio de reaccion (DRX).

Como se indico anteriormente en la metodologia, la magnetita fue sintetizada
utilizando ultrasonido de alta frecuencia y como precursores de los iones de hierro se
utilizé FeCl; y FeCl,. Ademas se realizaron tres sintesis a diferente pH variando la
cantidad de NH4(OH). El producto de cada una de las reacciones fue caracterizado
por las técnicas de DRX y FTIR.

En primer lugar se realizd la caracterizacion por DRX para verificar la
estructura cristalina del producto obtenido asi como también conocer el tamarfio de
particula promedio de cada una de las muestras. En la Figura N°18 se presenta el
difractograma de cada una de las magnetitas sintetizadas y de magnetita reactivo
analitico Alfa Easer con 99% de pureza.

La estructura cristalina de tipo ferrita de las magnetitas sintetizadas se
comprueba comparando cualitativamente su difractograma con el de la magnetita
reactivo analitico. Se puede apreciar que cada uno de los difractogramas concuerda
con el del reactivo analitico corroborando de esta manera la obtencion de la estructura

cristalina tipica de la magnetita.
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Figura N° 18: Difragtogramas de las magnetitas sintetizadas y magnetita reactivo analitico Alfa Easer. (a)
Magnetita reactivo analitico. (b) Magnetita pH= 9,16. (c) magnetita pH=9,70. (d) Magnetita pH= 7,50.

Ademas se comprueba mediante la comparacién de los picos de difraccion
observables, con el de las sustancias conocidas registradas en la base de datos de la
JCPDS. En este caso se confirma la fase cristalina tipo espinel de la magnetita en
virtud de la presencia de fuertes picos de difraccion correspondientes a los planos
cristalograficos (311), (440) y (220), sistema cubico con parametro de red a= 8.396A.

En la Tabla N°8 se muestran los valores de angulos de difraccion
correspondientes a los distintos picos observados, asi como las distancias
interplanares y planos cristalograficos asociados. Ademas se presenta, para fines
comparativos, la carta de difraccién de la base de datos de la JCPDS N° 19-629,
correspondiente a la magnetita.

Ademas de comprobar la estructura cristalina de la magnetita, se establece la
dependencia del tamafio de cristal con la variacion del pH del medio de reaccion. Para
ello se obtiene el tamafio de cristal promedio de cada magnetita sintetiza a partir de la
ecuacion de Scherer (Ecuacion V), midiendo el ancho de la banda de mayor
intensidad de cada uno de los difractogramas, a media altura, y el respectivo angulo
de difraccion. En la Tabla N°9 se presentan los tamafios de cristal promedio de cada

una de las magnetitas sintetizadas y magnetita reactivo analitico.
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Tabla N° 8: Lista de picos observados en el difractograma de las magnetitas sintetizadas.

Distancia Interplanar d [A] Inlfl/:ﬁ?:rde
Medido JCPDS JCPDS

pH=7,50 | pH=9,16 | pH=9,70 | N°19-629 | N°19-629
2,9444 2,9584 2,9580 2,9670 220
2,5146 2,5220 2,5219 2,5320 311
2,4097 2,4202 2,4203 2,424 222
2,0857 2,0901 2,0893 2,0990 400
1,7039 1,7076 1,7100 1,7150 422
1,6061 1,6084 1,6095 1,6160 511
1,4757 1,4782 1,4774 1,4850 440
1,3192 1,3153 1,3243 1,328 620
1,2718 1,2739 1,2765 1,2810 533

Tabla N° 9: Tamario de cristal promedio de las magnetitas sintetizadas y magnetita reactivo analitico.

Magnetita

Tamanfo promedio
de cristal [nm]

Reactivo Analitico
pH=7,50
pH=9,16
pH=9,70

27,4
12,9
14,3
9,2

Se aprecia un ligero aumento del tamafio de cristal de las magnetitas

sintetizadas, entre las franjas de pH de 7,50 y 9,16. Sin embargo, con un pequefio

aumento del pH a partir de 9,16 se obtiene una disminucion significativa del tamafio,

logrando cristales de 9,2nm con un pH de reaccion de 9,70, concluyendo que es

conveniente tener medios de reaccion con un pH altamente basico para obtener

tamafios de cristal mas pequefios. Ademas se comprueba que las particulas son

nanométricas. Comparadas las magnetitas obtenidas experimentalmente con la

magnetita comercial se obtiene una disminucién del tamafio de particula, lo que

representa una gran ventaja para su uso en hipertermia. Tamafios de grano mayor a

los 10nm no son recomendables ya que los procesos de imanacion resultan muy

costosos debido a los multiples dominios magnéticos presentes en cada particula del

material (Neuberger et al.; 2005).
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La Magnetita S presentd un tamafio de cristal de 12nm y su patron de difraccion se
presenta en la Figura N°19, el cual concuerda con los patrones presentados

anteriormente para las demas magnetitas.

M‘.w.»'(,M,wh,»‘,uw‘mf‘ Iy‘n»xp_d,f“r
40 45 50 55 60 65 70 75 80
2-Theta

20 25 30 35

Figura N° 19: Patron de difraccion de la Magnetita S.

4.1.2. FTIR.

En segundo lugar las nanoparticulas de magnetita fueron caracterizadas por
FTIR. En el espectro de infrarrojo de las magnetitas sintetizadas asi como también de

la magnetita reactivo analitico, como se observa en la Figura N°20, coinciden

especificamente todos los picos principales.
Para los espectros de las nanoparticulas sintetizadas, el pico caracteristico de

la magnetita a 570cm™ puede ser apreciado en todas las curvas, el cual es adscrito al
grupo Fe-O. Los picos observados alrededor de 3400cm™ y 1632cm™ son debidos al

agua absorbida por las muestras (Waldron, 1955; Li, 2008; Qu, 2010).
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Figura N° 20: Espectro de FTIR de las magnetitas sintetizadas y magnetita reactivo analitico Alfa
Easer. (a) Magnetita pH=9,16. (b) Magnetita pH=9,70. (c) Magnetita pH= 7,50. (d) Magnetita reactivo analitico.

4.1.3.

MET.

Para analizar la distribucion y morfologia de las particulas de magnetita

sintetizadas se empled la técnica de microscopia electrénica de transmision. A

continuacidn se presenta las micrografias obtenidas para la magnetita sintetizada con
pH= 7,50 (Figura N°21), con pH= 9,17 (Figura N°22) y pH=9,70 (Figura N°23).

Se observa que las nanoparticulas son esféricas. Para todas las magnetitas

sintetizadas se evidencian las particulas con una morfologia esférica.

Figura N° 21: Imagen MET de la magnetita sintetizada con pH=7,50
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walh L

Figura N° 23: Imagen MET de la magnetita sintetizada con pH=9,70

La distribucion de tamafio de particula se determind midiendo los didmetros
de sesenta nanoparticulas seleccionadas al azar de cada una de las respectivas
micrografias. A continuacion se presenta la distribucion de tamafio de particula
obtenida para la magnetita sintetizada con pH= 7,50 (Figura N°24), con pH= 9,17
(Figura N°25) y pH=9,70 (Figura N°26).
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Figura N° 24: Distribucion de tamafio de particula de la magnetita sintetizada con pH=7,50
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Figura N° 25: Distribucion de tamafio de particula de la magnetita sintetizada con pH=9,17
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Figura N° 26: Distribucion de tamafio de particula de la magnetita sintetizada con pH=9,70

Se evidencia una distribucién estrecha de tamafio de particula para la
magnetita sintetizada con pH=9,70; lo que indica que el tamafio es homogéneo en la
muestra con una predominancia de tamafio de particula de 9nm. Para el caso de la
magnetita sintetizada con pH=7,50 y 9,16 se evidencia una distribucion de tamafio
méas ancha, con una predominancia de tamafio de particula de 12 y 13nm
respectivamente, lo que indica que las particulas difieren mucho de tamafio unas de
otras y no es uniforme en la muestra. Comparando los resultados obtenidos a partir
del andlisis por DRX y MET se obtuvieron los tamafios de particula y cristal

promedios que se presentan en la Tabla N°10.

Tabla N° 10: Tamafio promedio de particula y cristal obtenidos por MET Y DRX para las magnetitas
sintetizadas.

Magnetita Tamario promedio | Tamafio promedio
DRX [nm] MET [nm]
pH=7,50 12,9 12,3
pH:9,16 14’3 13,5
pH=9,70 9,2 9.2
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Se evidencia que los resultados obtenidos por MET concuerdan con los

arrojados por DRX, comprobando un mismo resultado por dos métodos diferentes.

4.1.4. Propiedades magnéticas.

Los materiales ferrimagnéticos sintetizados en el presente proyecto se
utilizaran para mejorar la densidad de flujo magnético producida cuando se hace
pasar un campo magnético a través del material. Para ello se deben cumplir con
ciertas caracteristicas que se pueden analizar a través de la curva de histéresis
magnética de cada uno de los materiales. Es de esperar que posean una magnetizacion
de alta saturacion, pequefio campo coercitivo, pequefia remanencia y una rapida
respuesta a campos magnéticos. (Askeland y Phulé, 2004). En la Figura N°27 a la 29
se presentan las curvas de histéresis magnéticas obtenidas para cada una de las

nanoparticulas de magnetita sintetizadas.

80 T T T
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Figura N° 27: Curva de histéresis magnética obtenida para la magnetita sintetizada de 9,2nm
(pH=9,70).
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Figura N° 28: Curva de histéresis magnética obtenida para la magnetita sintetizada de 12,9nm
(pH=7,50).
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Figura N° 29: Curva de histéresis magnética obtenida para la magnetita sintetizada de 14,3nm
(pH=9,16).

Se aprecian en las curvas de histéresis magneticas que las magnetitas
sintetizadas poseen una saturaciéon alta. Ademdas se evidencia que el valor de

saturacion se puede alcanzar con campos magnéticos de valor reducido, lo que indica
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que el material posee una alta permeabilidad magnética y favorece su aplicacion en el
campo de la hipertermia al no someter al paciente al estrés de grandes campos
magnéticos. Asimismo se observan campos coercitivos pequefios que también indican
que los dominios magnéticos se pueden reorientar utilizando campos magnéticos
reducidos. Se evidencia ademas una alta magnetizacion remanente en comparacion
con la saturacion del material. Sin embargo, al poseer un campo coercitivo pequefio,
la energia remanente se libera muy rapidamente en el material. Cada una de las
magnetitas obtenidas condujo a un ciclo de histéresis pequefio y bastante cerrado, lo
que indica que las pérdidas de energia a través del ciclo son minimas. (Askeland y
Phulé, 2004; Hofmann-Amtenbrink, Von Rechenberg y Hofmann, H, 2009). En la
Tabla N°11 se muestran los valores de las propiedades observadas en el ciclo de

histéresis de las magnetitas sintetizadas.

Tabla N° 11: Propiedades magnéticas a partir de las curvas de histéresis de las nanoparticulas de
magnetita sintetizadas.

Nanoparticulas de Magnetita
Propiedad pH=9,70 |pH=7,50| pH=9,17
(9,2nm) (12,9nm) | (14,3nm)
Magnetizacion de saturacion | 63 emu/g | 58 emu/g | 55 emu/g
Campo coercitivo 170 G 170 G 170G
Magnetizacion remanente 20 emu/g 18 emu/g | 15 emu/g

Se analiza a través de la comparacion de las propiedades medidas la relacién
existente entre el tamafio de particula y las propiedades magnéticas del material. Se
evidencia que a medida que el tamafio de particula disminuye aumenta la saturacion
magnética del material. La misma relacion se presenta con la magnetizacion
remanente. Para el campo coercitivo los valores se mantienen constantes e
independientes del tamafio de particula.

Comparando las tres magnetitas sintetizadas, la que presenta mejores
propiedades magnéticas es la sintetizada con pH=9,7 priorizando en obtener una
mayor magnetizacion a la hora de aplicar los tratamientos respectivos de hipertermia

y liberar la mayor cantidad de energia.
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A partir de las caracterizaciones realizadas a las magnetitas se concluye que la
que presenta mejores propiedades morfoldgicas, quimicas y magnéticas es la
magnetita sintetizada a partir de pH=9,70.

El andlisis de histéresis magnética de la magnetita S se presenta en la Figura
N°30. Comparando con las magnetitas sintetizadas a diferente pH presenta las
mismas caracteristicas magnéticas y por ende pueden ser utilizadas en el proceso de

hipertermia.

MAG. (emu/gr.)

50 i
215 K,
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Figura N° 30: Curva de histéresis magnética obtenida para la Magnetita S.

4.1.5. Hipertermia.

Para evaluar la capacidad de calentamiento de las nanoparticulas de magnetita
se disefid un experimento como se describe en la metodologia. Se dispersaron
diferentes cantidades de magnetita en tolueno seco utilizando recipientes de teflon
para ser sometidos a energia de microondas y estudiar la variacion de la temperatura
de la solucion con el tiempo de exposicion a las microondas. En la Figura N°31 se
presenta las curvas de calentamiento generado por las nanoparticulas de magnetita S

generadas a diferentes concentraciones.
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Figura N° 31: Curvas de calentamiento generadas por las nanoparticulas de Magnetita S. (a) Tolueno
100ml. (b) 0,1g Fe304/100ml Tolueno (c) 0,3g Fe304/100ml Tolueno (d) 0,59 Fe;0,/100ml Tolueno

Se observa que la solucion de tolueno seco presenta un calentamiento
espontaneo al ser sometido a la influencia de las microondas. Sin embargo, al
contener nanoparticulas de magnetita presenta una mayor elevacién de la temperatura
a consecuencia de la energia desprendida por las nanoparticulas y se evidencia un
mayor incremento de la temperatura con el aumento de la concentracion de
nanoparticulas en la solucion. Para el tratamiento de hipertermia se necesita alcanzar
temperaturas entre 42,5 y 44°C, las cuales se pueden alcanzar a los 150 segundos de
exposicién con una concentracion de 0,1g y 0,3 de magnetita por cada 100ml de
tolueno y a los 100 segundos con una concentracion de 0,5g. En este sentido las
nanoparticulas pueden ser empleadas en el tratamiento de hipertermia ya que se
alcanzan las temperaturas deseadas.

Cabe destacar que el experimento presenta ciertas limitaciones ya que la
radiacion de microondas no es constante en el tiempo debido al disefio del equipo.
Ademas al tomar cada una de las medidas de temperatura el tolueno gana cierto grado

de humedad la cual puede interferir con los resultados.
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4.2. Nanoparticulas de CoFe,O, (ferrita de cobalto).

4.2.1. DRX.

Como particula magnética, ademas de la magnetita, se sintetizaron particulas
de ferrita de cobalto. Las cuales una vez obtenidas por la técnica de ultrasonido de
alta frecuencia y sometidas a un tratamiento térmico a la temperatura de 70°C se
realizaron los respectivos analisis de DRX y FTIR para comprobar la estructura
cristalina e identificar los principales grupos funcionales que se encuentran presentes.
En la Figura N°32 se presenta el difractograma de la ferrita de cobalto sintetizada.

55 60 65 70 75 80

2-Theta

Figura N° 32: Difractograma de la Ferrita de Cobalto (CoFe,Qy).

Del espectro se corrobora la estructura tipo ferrita del CoFe;O4 mediante la
comparacion de los picos de difraccion observables con la base de datos de la JCPDS.
Ademas se confirma la fase cristalina tipo espinel de la ferrita de cobalto en virtud de
la presencia de fuertes picos de difraccion correspondientes a los planos
cristalogréficos (311), (440) y (220), sistema cubico con parametro de red a= 8.391A.

En la Tabla N°12 se muestran los valores de angulos de difraccion de los

distintos picos observados, asi como las distancias interplanares y planos
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cristalogréficos asociados. Ademas se presenta, para fines comparativos, la carta de
difraccién de la base de datos de la JCPDS N° 22-1086, correspondiente al CoFe,Os.

Tabla N° 12: Lista de picos de observados en el difractograma de la ferrita de cobalto sintetizada.

Distancia Interplanar d [A] Indices de Miller
Medido [ JCPDS N°22-1086 | JCPDS N° 22-1086
2,9732 2,9680 220

2,5272 2,5310 311

2,0950 2,0990 400

1,7119 1,7130 422

1,6168 1,6150 511
1,4809 1,4830 440
1,2750 1,2798 533

Y por ultimo, a partir de la ecuacién de Scherrer (Ecuacion V) se obtuvo que

el tamafio de cristal promedio es de 9nm.

4.2.2.

FTIR.

Conjuntamente al analisis de DRX, las nanoparticulas de ferrita de cobalto

fueron caracterizadas por FTIR. En la figura N°33 se presenta el espectro de

infrarrojo obtenido para el CoFe,Q, sintetizado.
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Figura N° 33: Espectro de infrarrojo para la Ferrita de Cobalto (CoFe,0y,).
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Para el espectro de las nanoparticula sintetizada, el pico caracteristico de la
ferrita de cobalto a 575 y 374cm™ puede ser apreciado, el cual es asigando al grupo
Metal-O (Waldron, 1955). Se observa un corrimiento de ambos picos hasta una
frecuencia de 591 y 399cm™ respectivamente. Este desplazamiento puede ser
ocasionado debido a un cambio en la estequiometria del compuesto. La ferrita de
cobalto estequiométrica posee un ié6n Co*? y dos iones Fe*™ pero, como ocurre con la
mayor parte de las sintesis de ferritas mixtas, al estar presentes una gran cantidad de
sitios octaédricos es dificil hacer que tnicamente los iones Co* ocupen dichos sitios.
Es por esto que en ocasiones iones Fe*? ocupan sitios octaédricos dentro del cristal,
ademés de los ya ocupados por los iones Co*? obteniendo una estequiometria
Coi?Fef?Fe33032, y esta caracteristica es la que puede estar ocasionando el
corrimiento en el pico de absorcion de la ferrita. Sin embargo, el patrén de absorcion
de infrarrojo presenta las bandas caracteristicas entre la regién de 300 a 700cm™
asignadas a las vibraciones fundamentales de los iones de la red cristalina (Waldron,
1955).

4.2.3. Propiedades magnéticas.

Para conocer las caracteristicas magnéticas de la ferrita de cobalto se realiza la
curva de histéresis magnética. En la Figura N°34 se presenta la curva de histéresis
magnética obtenida para las nanoparticulas de ferrita de cobalto sintetizadas.

Se aprecia en la curva de histéresis magnética que las nanoparticulas de
cobalto poseen menor saturacién magnética comparada con la magnetita. Esto se
debe a que ambas ferritas tienen momentos magnéticos diferentes. EI momento
magnético total de una celda de magnetita equivale a cuatro magnetores de Bohr, que
es el momento magnético del i6n Fe*? que es el tnico que contribuye a reforzar el
campo. En cambio, para el caso de la ferrita de cobalto el i6n que contribuye a
reforzar el campo es el Co*?, que posee un momento magnético de tres magnetores de
Bohr. Por esta razon la ferrita de cobalto presenta una menor saturacion magnética y

un ciclo de histéresis mas pequefio (Askeland y Phulé, 2004). Aln sin haber obtenido
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una ferrita estequiométrica, el momento magnético sera menor al de la magnetita
debido a la mezcla de iones Fe y Co*. La ferrita de cobalto presenta un
comportamiento magnético de tipo ferromagnético, ya que el ciclo de histéresis no es
cerrado y presenta una alta remanencia y coercitividad, ya que no se alcanzo el
tamafio de cristal critico y existen sitios con multidominios magnéticos (Khorrami et
al.; 2010).
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Figura N° 34: Curva de histéresis magnética obtenida para la ferrita de cobalto sintetizada.

En la Tabla N°13 se presentan los valores de coercitividad, magnetizacion y

remanencia para las nanoparticulas de ferrita de cobalto.

Tabla N° 13: Propiedades magnéticas a partir de la curva de histéresis de la nanoparticula de ferrita de
cobalto sintetizadas.

Propiedad Ferrita de Cobalto
Magnetizacion de saturacion 28 emu/g
Campo coercitivo 500 G
Magnetizacion remanente 8 emu/g
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4.2.4. MET.

Para analizar la distribucion y morfologia de las nanoparticulas de ferrita de
cobalto sintetizadas se emple0 la técnica de microscopia electrénica de transmision.

En la Figura N°35 se presenta la micrografia obtenida de las nanoparticulas.

Figura N° 35: MET de las nanoparticulas de Ferrita de Cobalto sintetizadas.

Se observan particulas cuasiesféricas de ferrita de cobalto. La distribucion de
tamafio de particula se determiné midiendo los didmetros de sesenta nanoparticulas
seleccionadas al azar de cada una de las respectivas micrografias. En la Figura N°36
se muestra la distribucién de tamafio de particula obtenida para la ferrita de cobalto
sintetizada.

Se evidencia una distribucion estrecha de tamafio de particula para la ferrita de
cobalto sintetizada, lo que indica que el tamafio es homogéneo en la muestra con una
predominancia de tamafio de particula de 9nm. Comparando con el tamafio de cristal
obtenido por DRX se evidencia que los resultados obtenidos por MET concuerdan
con los arrojados por el método antes mencionado, comprobando un mismo resultado

por dos técnicas diferentes.
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Figura N° 36: Distribucion de tamafio de particula de la ferrita de cobalto sintetizada.

El nanocompuesto laminar fue obtenido para esta nanoparticula. Sin embargo,
los resultados respectivos de MET no han sido obtenidos para la fecha de entrega de

este trabajo debido a problemas en el funcionamiento de los diferentes equipos.

4.3. Nanoparticulas de NiFe,O, (ferrita de niquel).
4.3.1. DRX.

Como particula magnética, ademas de las anteriores mencionadas, se obtuvo
ferrita de niquel. Primeramente se realizd un ensayo sintetizando la particula con
asistencia de ultrasonido de alta frecuencia y luego se dejo en tratamiento térmico a
70°C. Posteriormente se obtuvo el patrén (Figura N°37) de difraccion de rayos X para
comprobar la estructura cristalina del producto de reaccion.

Se observa en el difractograma que los picos son extremadamente
ensanchados, debido a un tamafio muy pequefio de cristalito (1,9nm) calculado por la
ecuacion de Scherer (Ecuacion V). Sin embargo se pueden apreciar las reflexiones
correspondientes a la estructura tipica de espinel de la ferrita. Se evidencian dos
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picos importantes correspondientes a los picos cristalograficos (311) y (440),
registrado en la base de datos JCPDS N°19-629. Sin embargo, se puede inferir la
presencia de otros picos debido a bandas anchas que se forman en la base de los picos
mas definidos, correspondientes a los planos cristalograficos (220) y (400) a 31°y 43°

aproximadamente.

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
2-Theta

Figura N° 37: Difractograma de la Ferrita de Niquel (70°C por 24h).

Para obtener un cristal mejor definido se procedié a realizar un tratamiento
térmico a mayor temperatura. El nuevo tratamiento térmico se llevd a cabo a 270°C
por 24 horas y se obtuvo el difractograma que se muestra en la Figura N°38.

Se puede observar un patron de difraccion mucho mas definido debido al
aumento del tamafio del cristal, el cual se estim6é en 2,5 nm por la ecuacion de
Scherer (Ecuacion V). Se visualiza con facilidad los picos cristalogréaficos
correspondientes a los planos (400) y (511), que se verifican en la base de datos
JCPDS y corresponden a los datos de la ferrita de niquel.

También se procedid a un altimo tratamiento térmico llevado a cabo a 300°C

por 24 horas como se aprecia en la Figura N°39.
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Figura N° 38: Difractograma de la Ferrita de Niquel (270°C por 24h).

Con el tratamiento a 300°C se aprecia un patrén de difraccion con reflexiones

mas definidas, debido a un incremento en el tamafio de cristal, cuya dimensién

promedio alcanzo los 3,6 nm estimado por la ecuacién de Scherer (Ecuacion V). Se

puede evidenciar que se obtuvo la estructura cristalina tipica de espinel también con

este Ultimo tratamiento térmico.
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Figura N° 39: Difractograma de la Ferrita de Niquel (300°C por 24h).
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En la Tabla N°14 se muestran los valores de angulos de difraccion de los
distintos picos observados, asi como las distancias interplanares y planos
cristalograficos asociados. Ademas se presenta, para fines comparativos, la carta de
difraccion de la base de datos de la JCPDS N° 19-629, correspondiente al NiFe,Oy,

sistema cubico con parametro de red a= 8.339A.

Tabla N° 14: Lista de picos de observados en el difractograma de la ferrita de niquel sintetizada

Resultados y discusién

(NiFe,0,).
Distancia Interplanar d [A] Indl_ces de
Miller
Medido JCPDS JCPDS
70°C 270°C 300°C | N°19-629 | N°19-629
- - 2,9688 2,9480 220
2,5685 2,5451 2,5041 2,5130 311
- 2,0768 2,0898 2,0850 400
- 1,6051 1,6049 1,6051 511
1,4795 1,4986 1,4736 1,4760 440
43.2. FTIR.

Ademas de DRX, las nanoparticulas de ferrita de niquel fueron caracterizadas

por FTIR. En la Figura N°40 se presenta el espectro de infrarrojo obtenido para el

NiFe,O, sintetizado con tratamiento térmico a 300°C.
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Figura N° 40: Espectro de infrarrojo de la Ferrita de Niquel (NiFe,0,).
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Para el espectro de las nanoparticula sintetizada, los picos caracteristicos de la
ferrita de niquel se encuentran a una frecuencia de 587y 396 cm™ (Waldron, 1955).
Se evidencia un corrimiento del primer pico hasta una frecuencia de 597cm™. Este
desplazamiento puede ser ocasionado debido a un cambio en la estequiometria del
compuesto al igual como ocurre con la ferrita de cobalto, obteniendo una
estequiometria Nif2?Fe}?Fe330;2, y esta caracteristica es la que puede estar
ocasionando el corrimiento en el pico de absorcion de la ferrita. Sin embargo, el
patrén de absorcion de infrarrojo presenta las bandas caracteristicas entre la region de
300 a 700cm™ asignadas a las vibraciones fundamentales de los iones de la red
cristalina (Waldron, 1955).

El nanocompuesto laminar fue obtenido para esta nanoparticula. Sin embargo,
los resultados respectivos de MET y Magnetizacion no han sido obtenidos para la
fecha de entrega de este trabajo debido a problemas en el funcionamiento de los

diferentes equipos.

4.4.Materiales compuestos laminares PLLA- Fez0,.

Ademés de la obtencion de las nanoparticulas, en el presente trabajo se
prepararon materiales compuestos PLLA-ferrita para su aplicacién en hipertermia. En
este sentido se obtuvieron materiales compuestos laminares PLLA-magnetita y se

analizaron por las técnicas de FTIR, MET, propiedades magnéticas e hipertermia.

45.1. FTIR.

Debido a la sensibilidad de esta técnica es posible comprobar si se sintetizo el
material esperado determinando en cada uno de los espectros realizados a las
muestras si poseen las bandas caracteristicas del PLLA y si se observan
desplazamientos que ocurren cuando el polimero interacciona con la fase metalica.
En la Figura N°41 se presenta el espectro de infrarrojo obtenido para el

nanocompuesto laminar PLLA-Magnetita pH=9,17 con una concentracién de 22,5%
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en peso.Se evidencia un pequefio desplazamiento de la banda caracteristica de la
magnetita desde 58lcm™ hasta 587cm™ lo cual indica que existe una ligera

interaccion entre la matriz polimérica y la nanoparticula de magnetita.
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Figura N° 41: Espectro de FTIR del material compuesto laminar PLLA-Magnetita. (2) Magnetita
pH=9,17. (b) PLLA. (c) PLLA-Magnetita pH=9,17 con 22,5% en peso.

4.5.2. Propiedades magnéticas.

A partir del analisis de la curva de histéresis de los compuestos laminares se
puede evidenciar el efecto de la matriz polimérica sobre las caracteristicas magnéticas
de las nanoparticulas. En la Figura N°42 y 43 se presentan las curvas de histéresis
magnética de los compuestos laminares PLLA-Magnetita.

En este sentido se aprecia que la saturacién magnética del material se ve
reducida por efecto del polimero. Este genera un efecto de pantalla que atenua la
propiedad magnética de la magnetita. EI promedio de saturacién magnética del polvo
de las magnetitas sintetizadas es 60,0emu/g y este se ve reducido cuando las
particulas estan embebidas en el PLLA, hasta 17,0emu/g para el caso de 30% de
concentracion y 4,5emu/g para el caso de 15%. Ademas se observa que al disminuir

la concentracion de nanoparticulas disminuye la saturacién magnética.
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Figura N° 42: Curva de histéresis magnéticas del compuestos laminar PLLA-Magnetita 15% en peso.
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Figura N° 43: Curva de histéresis magnéticas del compuestos laminar PLLA-Magnetita 30% en peso.

A partir de estos resultados es una opcion viable el uso de laminas PLLA-
Magnetita en lugar de las nanoparticulas sin recubrir para alcanzar la temperatura
deseada en el proceso de hipertermia, debido a que se puede lograr un calentamiento
homogéneo del tumor y ademas controlar la temperatura aplicada a partir de la

concentracion de las nanoparticulas.
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45.3. MET.

Para analizar la distribucion de las particulas de magnetita sobre el PLLA en
los nanocompuestos laminares se empled la técnica de microscopia electronica de
transmision. En las Figuras 44 a la 46 se presentan las micrografias obtenidas para los
nanocompuestos laminares cargados con magnetita sintetizada a partir de pH= 9,7
para las cargas de 15% en peso, 22,50% en peso y 30% en peso respectivamente.

En la micrografia del nanocompuesto laminar con 15% de concentracion se
aprecia que el material magnético se encuentra disperso a través de toda la matriz
polimérica sin presencia de aglomeraciones. Por el contrario, para las concentraciones
de 22,5 y 30% se observan zonas donde las nanoparticulas no estan distribuidas
uniformemente. El aumento en la concentracion genera un aumento en la
aglomeracion de las nanoparticulas de magnetita sobre la ldmina del PLLA, creando
zonas donde la distribucion no es uniforme. Sin embargo, a bajas concentraciones se
obtiene una dispersion homogénea del material. Esto influye en el tratamiento de
hipertermia ya que se requiere que toda la ldmina se caliente uniformemente a la

misma temperatura y la presencia de aglomerados genera puntos calientes.
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Figura N° 44: MET del nanocompuesto laminar PLLA/Magnetita pH=9,7 (15,0% en peso) (a): bar=
200nm; (b): bar= 500nm.
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Figura N° 45: MET del nanocompuesto laminar PLLA/Magnetita pH=9,7 (22,5% en peso) (a): bar=
200nm; (b): bar=500nm.

Figura N° 46: MET del nanocompuesto laminar PLLA/Magnetita pH=9,7 (30,0% en peso) (a): bar=
200nm; (b): bar= 500nm.

4.5.4. Hipertermia.
Para caracterizar el incremento de la temperatura de los nanocompuestos

laminares PLLA -“Magnetita S” se prepararon laminas de 20x15cm de &area con
concentraciones de nanoparticulas de 15%, 22,5% y 30% y un blanco de PLLA sin
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carga de nanoparticulas. Se utilizd la muestra con mayor concentracion bajo la
premisa de que habra mayor absorcion electromagnética en las frecuencias donde
hubiese.

Antes de irradiar las muestras se sometio a ensayo el polimetro base de las
particulas, para descartar que el posible calentamiento no se deba a la matriz
polimérica sino propiamente al material nanoestructurado. Los resultados se muestran

en la Figura N°47.

Figura N° 47: Ensayo de hipertermia de la lamina de PLLA sin carga de nanoparticulas. (a) Antes de
irradiar. (b) Despues de irradiar.

Se observa que el polimero base no absorbe energia electromagnética. De
modo pues, que cualquier elevacion de temperatura percibida durante el ensayo a las
muestras indicadas seria consecuencia de la absorcion de microondas por el material
nanoestructurado. En la Figura N°48 se muestran los resultados obtenidos con la
muestra de Fe;O,4 con 30% de concentracién para una irradiacion de 6GHz.

Figura N° 48: Ensayo de hipertermia de la ldmina de PLLA-Magnetita 30% con una irradiacion de
6GHz. (a) Antes de irradiar. (b) Después de irradiar.
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No se evidencia un cambio de temperatura sobre la superficie del compuesto y
se puede concluir que no ocurre absorcion considerable de energia electromagnética
debido a que es muy poca la densidad de potencia disponible en la superficie de la
muestra, la cual esta en el orden de 1W/m?, 6 el material nanoestructurado no absorbe
energia electromagnética en este rango. Debido a esto no se continud el estudio para
las demés laminas de menor concentracion. Sin embargo, el efecto de calentamiento
es proporcionado por las nanoparticulas de magnetita y se comprobd que estas si

generan calor.

4.5. Materiales compuestos encapsulados PLLA- Fe30,.

Como objetivo en el presente trabajo no solo se tiene la obtencion de
materiales compuestos laminares, sino ademas, materiales compuestos encapsulados
PLLA-magnetita. Para ello se realizaron dos procedimientos de obtencion de los
nanocompuestos.

En el método de emulsion aceite/agua el rendimiento fue bastante bajo y parte
de la muestra de polimero quedd adherida en las paredes de los tubos de centrifuga,
perdiendo la mayor parte de la solucién aceite. El proceso de recuperaciéon de los
nanocompuestos fue deficiente y no se pudo obtener el material deseado.

Siguiendo el segundo procedimiento se obtuvo una mejora significativa en el
rendimiento de la preparacion de los nanocompuestos, evitando el uso del PVA y del
riguroso proceso de recuperacion de los nanocmpuestos, los cuales fueron analizados
por FTIRy MET.

En primer lugar se realiz6 el analisis de FTIR para verificar la presencia del
polimero en la nanoparticula de magnetita. En la Figura N°49 se presenta el espectro
de infrarrojo obtenido.
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Figura N° 49: Espectro de FTIR del material compuesto encapsulado PLLA-Magnetita.

Se observa la presencia de polimero alrededor de la nanoparticula de
magnetita debido a la vibracion de los enlaces caracteristicos del PLLA y la
magnetita, obteniendo asi una interaccion polimero-ferrita. Entre las bandas de
absorcién mas importantes se encuentran las asociadas a la vibracion de los enlaces
C-H ubicadas en los niimeros de onda 2918 y 2851 cm™, en las cuales se evidencia un
corrimiento significativo referente al patrén de polimero. El pico observado a 1754
cm™ corresponde a la vibracién del grupo carbonilo (C=0) de la fraccién éster del
polimero. Asimismo se tiene una banda a 1087cm™ asignada a la tension asimétrica
entre los enlaces C-O-C vy, finalmente otra a 570cm™ la cual corresponde a la
vibracion del grupo Fe-O.

Para corroborar la presencia del PLLA alrededor de la magnetita y la
morfologia de las nanoparticulas se empled la técnica de microscopia electronica de
transmision. En la Figura N°50 se presenta la micrografia obtenida para el

nanocompuesto encapsulado PLLA/ Fe3O,.
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Figura N° 50: Micrografia del nanocompuesto encapsulado PLLA-Magnetita.

En la micrografia se observa la presencia de material recubierto por el
polimero, el cual ha incrementado el tamafio de las particulas. EI compuesto presenta
una morfologia no uniforme y no se obtuvo el recubrimiento como cépsulas esféricas.
Esto se debe posiblemente a la técnica que se utilizd para separar las nanoparticulas
de la solucion. Al utilizar un magneto y precipitar bruscamente las particulas
suspendidas se puede incurrir en un cambio en la morfologia al aglomerar muchas
particulas. Sin embargo, alrededor de la magnetita se exhibe una capa de polimero

indicando que si existe un recubrimiento.
4.6. Recubrimiento de Magnetita con Hidroxiapatita.

Otro de los materiales obtenidos son las nanoparticulas de magnetita
recubiertas con hidroxiapatita. Con el fin de obtener un compuesto mas
biocompatible con el hueso humano se procedi6 a recubrir las particulas magnéticas
con este fosfato de calcio y asi tratar tumores cancerigenos en la zona 6sea, utilizando
para ello el método biomimético como se explica en la metodologia. Las
nanoparticulas obtenidas fueron analizadas por la técnica de microscopia electrénica
de transmision para asi visualizar la distribucion de las particulas y el cambio en la
morfologia de las mismas a causa de la formacién de la hidroxiapatita. En la Figura
NO°51 se presenta la micrografia obtenida para el compuesto obtenido Magnetita S-
HAp.
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Figura N° 51: (a) Micrografia de la Magnetita S sin recubrir. (b) Micrografia del nanocompuesto
recubierto Magnetita S-Hidroxiapatita a partir de 1,5SBF.

No se evidencia un cambio significativo en la superficie de las nanoparticulas
después del recubrimiento. La resolucién de la técnica no permite apreciar la
formacion de una capa fina de fosfato de calcio alrededor de la magnetita. Sin
embargo, para analizar las nanoparticulas con mayor detalle y verificar la presencia
de de algun recubrimiento se realiz6 un andlisis por infrarrojo. En la Figura N°52 se

muestra el espectro de infrarrojo obtenido para el compuesto sintetizado.
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Figura N° 52: (a)Espectro FTIR de la magnetita S. (b) Espectro FTIR nanocompuesto recubierto
Magnetita S-Hidroxiapatita a partir de 1,5SBF.
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Las bandas de absorcion presentes alrededor de 1400 y 1600 corresponden al
agua absorbida por la muestra. Se puede apreciar ademas las bandas correspondientes
a la vibracién de los grupos fosfato. El pico a 1099 cm™ corresponde a la vibracion de
tension del enlace P-O, el cual presenta un sitio adicional a 1033 cm™. Por su parte, el
pico a 962 cm™ se asigna al modo de tension simétrica del enlace P-O en los grupos
fosfato con lo cual se puede evidenciar la formacion de una fina capa de
hidroxiapatita alrededor de la magnetita. La vibracion correspondiente a los grupos
hidroxilo presente en la hidroxiapatita en la banda de 3567cm™ no se evidencia en el
espectro debido a su poca intensidad y su solapamiento con la banda de absorcion del
agua. Otras bandas correspondientes a la vibracion del enlace O-P-O en 635, 604 y
565 cm™ no se evidencian debido a la intesidad del pico correspondiente al enlace Fe-
O de la magnetita en 570cm™ (Koutsopoulos, 2002). Debido a que el anélisis no es
totalmente concluyente no se realizaron los compuestos PLLA- Fe3O4-HAp ya que se
obtendrian los mismos resultados que para los compuestos laminares PLLA-
Magnetita.
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CONCLUSIONES

En las siguientes lineas se presentan las conclusiones mas importantes

alcanzadas en la investigacion:

10.

Se obtuvieron particulas nanométricas de Fe3;O; mediante la técnica de
ultrasonido de alta frecuencia.

El aumento del pH del medio de reaccion en las sintesis de las magnetitas,
entre un pH de 7,50 y 9,16, genera un incremento del tamafio de cristal de la
ferrita.

El aumento del pH del medio de reaccion de las magnetitas sintetizadas a
partir de 9,16 genera una disminucién del tamafio de particula.

La disminucién del tamafio de cristal de la magnetita generd un incremento de
la saturacién magnética del material y la magnetizacion remanente.

El campo coercitivo de las nanoparticulas de magnetita fue un parametro
independiente del tamario de cristal.

Las nanoparticulas de magnetita generan calor al ser sometidas a radiacion de
microondas a una potencia de 500W, comprobando su utilidad en el campo de
la hipertermia.

Se obtuvieron particulas nanométricas de CoFe,O; y NiFe,O; no
estequiométricas, a partir de la técnica de ultrasonido de alta frecuencia.

Las nanoparticulas de CoFe,O, presentaron un comportamiento
ferrimagnético.

Las nanoparticulas de CoFe,O,4 exhibieron una saturacion magnética menor
que la magnetita.

Se obtuvieron nanoparticulas de ferrita de cobalto con una estrecha

distribucién de tamafio.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

Conclusiones

Un incremento de la carga de nanoparticulas de magnetita sobre los
nanocompuestos laminares con PLLA genera un aumento de la aglomeracion
del material sobre la matriz polimérica.

Un incremento de la carga de nanoparticulas de magnetita sobre los
nanocompuestos laminares con PLLA genera un incremento sobre la
saturacion magnética del material.

No se evidencia un cambio de temperatura sobre la superficie del compuesto
laminar PLLA-Magnetita a partir del método de caracterizacion empleado.

La técnica de encapsulado por emulsion aceite/agua no genero
nanocompuestos encapsulados PLLA/magnetita debido a deficiencias en el
proceso de recoleccion de los hanocompuestos.

Se obtuvieron nanocompuestos encapsulados PLLA/magnetita sin emplear el
método aceite/agua y evitando el empleo de PVA, lo que dificultaba la
separacion de los compuestos.

Se infiere que existe un recubrimiento de las nanoparticulas de magnetita con

una fina capa de hidroxiapatita, aunque el analisis no es concluyente.
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RECOMENDACIONES

A continuacion se presentan las recomendaciones mas importantes a ser

consideradas en proximos trabajos:

e Optimizar el proceso de separacion de los nanocompuestos encapsulados en el
método por emulsion aceite/agua, para analizar el efecto de la técnica sobre la
morfologia de las nanoparticulas y la eficiencia de encapsulacion.

e Realizar andlisis de degradacion hidrolitica sobre la matriz polimérica (PLLA)
para analizar la cinética de reaccion y el mecanismo de degradacion.

e Conducir estudios de degradacion hidrolitica sobre los diferentes materiales
compuestos PLLA-MFe,Q,4, con miras a determinar el efecto de la carga sobre
la cinética de reaccion.

e Realizar pruebas in vitro sobre los diferentes materiales compuestos para
estudiar la interaccion de los mismos con tejido biologico.

e Obtener nanocompuestos laminares con menor concentracion de
nanoparticulas para analizar el efecto de la carga sobre la distribucion del
material a través de toda la matriz polimérica.

e Diseflar un método para la caracterizacion del aumento de la temperatura
sobre los compuestos laminares PLLA/magnetita y comparar el incremento de
la temperatura generado con el de las nanoparticulas sin recubrir.

e Incrementar el tiempo de inmersion de las nanoparticulas de magnetita en el
SBF para incrementar la formacion de hidroxiapatita alrededor de las

nanoparticulas magnéticas.
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