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Resumen

Este trabajo presenta una alternativa para la sintesis directa de nanoparticulas
de magnetita (FesO.) y magnetita dopadas con zinc (ZnsFes.«Os) con recubrimiento de
polifenoles: Vitis vinifera, Punica granatum o Vaccinium corymbosum (MNPs@polifenoles).
Se utiliz6 una ruta de coprecipitacion modificada para obtener tamafios de particulas de 7
a 8 nm y recubrimientos organicos de polifenoles con un grosor inferior a 2 nm en
MNPs@polifenoles. Las nanoparticulas ZnsFes;.xO4 se obtuvieron por sonoquimica para
alcanzar tamafios de ~20 nm. La funcionalizacién con los organicos Vitis vinifera y Punica
granatum, se realizd por un procedimiento separado.

Estos grupos fendlicos tienen una funcion dual como agentes reductores y materiales de
recubrimiento a través de su enlace —OH sobre la superficie de las MNPs. Las propiedades
analizadas mostraron una orientacion uniaxial de los dominios magnéticos Unicos (SMDs)
asociados a la estructura inversa de espinela FezO4, un tamafio de particula inferior a 20
nm, una forma semiesférica y un efecto de superficie como nanoparticulas de 6xido de
hierro superparamagnéticas direccionables (SPIONs). Las MNPs@polifenoles vy
nanoparticulas Zn«Fes;xOs demuestran que pueden ser direccionadas y agitadas por un
campo magnético. Los resultados de hipertermia magnética mostraron que la potencia
especifica de pérdida (SLP) de los SMDs esta influenciada tanto por el tamafio promedio
de la particula como por la fuerza del campo magnético. En las MNPs@polifenoles, las
tasas de calentamiento se midieron en coloides a base de agua (764 kHz, 28.9 kA m?) y
los valores de SLP observados fueron mayores que los previamente reportados para las
nanoparticulas funcionalizadas de Fe;O4 (~8 nm). En las nanoparticulas ZnxFes;xO4 (~20
nm). las tasas de calentamiento se midieron en coloides a base de agua y matrices de
gelatina. Se obtuvieron valores SLP mayores en coloides de agua (220 W/g) y matriz de
gelatina (288 W/q).

Se espera que la encapsulacion directa de las nanoparticulas con superficies polifenélicas
mejore su biocompatibilidad y su potencial terapéutico regulando las vias de sefializacién
intracelular e intercelular. La viabilidad celular MNPs@polifenoles en las pruebas MTT y
NRu estimé la actividad metabdlica y la actividad de los lisosomas con la accion de las

MNPs@polifenoles en K562 (leucemia mieloide crénica, ATCC).
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Abstract

This work presents an alternative for the direct synthesis of magnetite (FezOa)
nanoparticles (MNPs) and zinc-doped magnetite (ZnsFes.xO4) nanoparticles coated with
polyphenol coating: Vitis vinifera, Punica granatum or Vaccinium corymbosum
(MNPs@polyphenols). A modified co-precipitation route was used to obtain particle sizes
from 7 to 8 nm and organic polyphenol coatings with thickness below 2 nm. The Zn,Fez.xO4
nanoparticles were obtained by sonochemistry to achieve sizes of ~20 nm. Functionalization
with Vitis vinifera and Punica granatum organics was performed separately. These phenolic
groups serve a dual function as reducing agents and capping materials through their —OH
bonding over MNPs surface. The analyzed properties showed a uniaxial orientation of single
magnetic domains (SMDs) associated to Fe;O4 spinel inverse structure, particle size below
20 nm, semispherical shape and surface effect as addressable superparmagnetic iron oxide
nanoparticles (SPIONs). The MNPs@polyphenols and Zn.Fes;«Os4 nanoparticles
demonstrate that they can be addressed and agitated by a magnetic field. The magnetic
hyperthermia results showed the specific power absorption (SLP) of SMDs is influenced by
both the average particle size and the magnetic field strength. In MNPs@polyphenols,
heating rates were measured in water-based colloids (764 kHz, 28.9 kA m™) and the
observed SLP values were higher than those previously reported for functionalized FezO4
nanoparticles (~8 nm). In Zn,Fes.«O4 nanoparticles (~20 nm), heating rates were measured
in water-based colloids and gelatin matrices. Higher SLP values were obtained in water-
based colloids (220 W/g) and gelatin matrix (288 W/g).

Direct encapsulation of nanoparticles with polyphenolic surfaces is expected to improve their
biocompatibility and therapeutic potential by regulating intra- and inter-cellular signaling
pathways. The MNPs@polyphenols' cell viability in MTT and NRu tests estimated the
metabolic activity and lysosomes activity with the action of MNPs@polyphenols in K562

(Chronic Myelogenous Leukemia, ATCC).
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Justificacion:

Los materiales nanométricos poseen propiedades que pueden ser modificadas para
ampliar y mejorar sus aplicaciones. Dichas alteraciones mejorarian la funcionalizacién de
materiales, por ejemplo, hanopatrticulas, resultando en untipo de respuesta especifica. Para
aplicaciones biomédicas, se requiere de una buena biocompatibilidad y baja toxicidad,

ademas del ser direccionables.

Las nanoparticulas de magnetita son superparamagnéticas para tamafios menores a 30
nm, por lo que la aplicacion de un campo magnético puede estimularlas para vibrar y
convertir la energia de un campo magnético alternativo en calor, produciendo un incremento
de la temperatura local. Este efecto es aprovechado en el tratamiento de hipertermia
magnética contra tumores cancerosos, en el que se alcanzan temperaturas de hasta 46 °C
en regiones especificas. A tales temperaturas se produciria un dafio en las células,

llevandolas a la muerte celular.

Los polifenoles son compuestos hidrosolubles con propiedades beneficiosas para la salud,
como es la actividad antioxidante y anticancerigena. Adicionalmente, tienen la habilidad de
unirse a diversas estructuras mediante uniones covalentes o no covalentes, posibilitando

asi si unién quelante a metales.

La composicion de las nanoparticulas MFe>O, funcionalizadas con polifenoles mejoraria la
biocompatibilidad y estabilidad para aplicaciones médicas, las cuales pueden ser una

alternativa en el tratamiento por hipertermia magnética para tumores cancerosos.



Hipotesis:

Los grupos funcionales, presentes en los polifenoles, son compuestos capaces de

reducir las sales de hierro durante la sintesis.

La funcionalizacion con polifenoles de punica granatum, Vitis vinifera o Vaccinium
corymbosum mejorara la viabilidad de las nanoparticulas en lineas celulares, ayudando a
la introduccion de las nanoparticulas por las células cancerigenas. Ademas, la recubierta
de estos compuestos ayudard en la disminucion de la aglomeracion de nanoparticulas,
condicion necesaria para el tratamiento de hipertermia magnética.




Objetivos de ésta tesis

Objetivo general:
Sintetizar nanoparticulas MFe;O. (Fe, Zn) funcionalizadas con polifenoles de los
extractos de Vitis vinifera, Punica granatum o Vaccinium corymbosum, y evaluar su

accién como agentes de calentamiento para hipertermia magnética.

Objetivos particulares:

a. Sintetizar nanoparticulas MFe;QO4 (Fe, Zn) de tamafio nanométrico (<30 nm).

b. Realizar la funcionalizacion de las series de nanoparticulas durante la

sintesis o mediante métodos quimicos.

c. Caracterizar completamente las propiedades morfoldgicas y fisicoquimicas
de las series de nanoparticulas.

d. Determinar las propiedades magnéticas en funcion del tamafio, forma vy

composicion.

e. Realizar un ensayo in vitro para determinar la viabilidad celular de

MNPs@polifenoles en la linea celular K562.

f. Analizar la capacidad de calentamiento de las nanoparticulas que forman un
coloide magnético cuando estas se encuentran bajo la accién de un campo

magnético con diferentes amplitudes y frecuencias.
La estructura de la tesis sera la siguiente:

En el primer capitulo se describirdn los principios fisicos y quimicos a escalas nanométricas
qgue motivaron el presente trabajo. Asi mismo, los conceptos bésicos de hipertermia

magnética.



En el capitulo 2 se describiran los polifenoles, su definicidn, estructura y clasificacion. De la

misma forma, se mencionaran algunas de aplicaciones, ante todo en areas biomédicas.

En el capitulo 3 se introducirdn, de manera breve, los principales conceptos fisicos en
materiales magnéticos, principalmente en nanoparticulas magnéticas. Asi mismo, se

resumiran los conceptos fisicos y experimentales asociados con la hipertermia magnética.

En el capitulo 4 se introduciran brevemente las principales técnicas usadas para
caracterizar las nanoparticulas sintetizadas en el trabajo presente, incluyendo técnicas de
caracterizacion estructurales, magnéticas y un analisis quimico, al igual que las condiciones

en las cuales se realizaron las mediciones.

En el capitulo 5 se describirdn los materiales y métodos usados para la funcionalizacion de
las nanoparticulas MFe204 (Fe, Zn), la configuracién para los experimentos de hipertermia
magnética y las condiciones de preparacién de nanoparticulas y cultivos celulares para los

ensayos in vitro.

En el capitulo 6 se explicaran los métodos de sintesis de nanoparticulas, requerimientos y
ventajas. También, se hara una breve descripcion de los mecanismos y condiciones
involucrados durante la formacién de las nanopatrticulas.

Finalmente, se presentara la metodologia para los ensayos in vitro con la linea celular K562.

En el capitulo 7 se analizaran los resultados obtenidos de los experimentos en las
nanoparticulas de magnetita recubiertas con polifenoles. Aqui se discutiran las propiedades
fisicas que dependen del tamafio, forma y estructura, para continuar con el analisis de la
composicion quimica de los recubrimientos en las nanoparticulas. Por Ultimo, se examinara
la viabilidad celular de las nanoparticulas de magnetita.

En el capitulo 8 se presentaran los resultados de la caracterizacion de nanoparticulas de
ZnyFesxO4, que incluye determinar la composicion quimica de las ferritas para su correcta
descripcion. Por otro lado, las propiedades magnéticas y estructurales se analizardn y

comparardn con las obtenidas para las nanoparticulas de magnetita.

En el capitulo 9 se describiran los mecanismos involucrados en la Potencia de pérdida

especifica en coloides magnéticos bajo la accidbn de un campo magnético alternativo. Se
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presentaran los resultados y analisis de las mediciones experimentales con muestras de
magnetita y ferritas ZnxFes.xO4, ¥y su dependencia del tamafo, amplitud y frecuencia del
campo magnético aplicado y del liquido portador.

En el capitulo 10 se hara una discusion de los resultados obtenidos para las muestras de
nanoparticulas de magnetita y las ferritas ZnyFezxO4, asi como una comparacion entre las

propiedades de ambas.

En los capitulos 11 y 12, las principales conclusiones y perspectivas del presente trabajo

se presentaran, respectivamente.




Capitulo 1

Introduccion

Las nanoparticulas de Fes04, también conocidas como nanoparticulas
superparamagnéticas de 6xido de hierro (SPIONSs, por sus siglas en inglés), han permitido
el desarrollo prometedor de funciones especificas de liberacién de farmacos, diagnostico y
terapia aprovechando su interaccién de monodominio magnético direccionable, en tamafios
de particula <30 nm [1]. Su forma, composicién y propiedades de superficie han sido clave
para adaptar la activacibn magnética de funciones fisicogquimicas en sistemas bioldgicos
[2,3]. Las formulaciones terandsticas de SPIONs se han configurado como nucleo-coraza
(core-shell) mediante la union directa con una capa organica de afinidad en su superficie.
Los grupos hidroxilo se unen covalentemente a la superficie con una estabilidad adicional
en las nanoparticulas de magnetita como Fe—OH. Los principales grupos funcionales que
pueden acoplar a la superficie de SPIONs son: acido fosfoérico, acido carboxilico, catecol,
hidroxilo, amina, glicerol y siloxanos [4,5]. Las capas organicas en las superficie aumentan
la posibilidad de transferencia de las SPIONs encapsuladas a medios acuosos para precisar
el control del rendimiento de las nanoparticulas en el entorno celular [6]. Las rutas de
biosintesis verde y quimica himeda, como la coprecipitacion y la sonicacién con algunas
modificaciones, han abierto nuevos horizontes en el procesamiento de SPIONs
superparamagnéticas con polifenoles, que son compuestos aromaticos que tienen uno o
mas grupos hidroxilo [7-9].

Muchas de las particulas utilizadas en ensayos in—vivo son nanoparticulas de magnetita o
maghemita, debido a su baja toxicidad. Sin embargo, estas particulas tienden a
aglomerarse incluso en ausencia de un campo magnético, lo que ha llevado a la adopcion
de diversas estrategias para evitar esta aglomeracion, como el recubrimiento de las
nanoparticulas con diferentes elementos, incluyendo estratos y polimeros como dextrano,
almidon o polietilenglicol. Ademas de prevenir la aglomeracion, los agentes de
recubrimiento también pueden proporcionar grupos funcionales especificos para fines

particulares en medios biol6gicos [10].



El recubrimiento directo de polifenoles en la superficie de las nanoparticulas de magnetita
(MNPs) tiene potencial terapéutico adicional debido a las caracteristicas fitoquimicas que
ejercen importantes funciones biolégicas como la eliminacion de radicales libres, efectos
antioxidantes y antiinflamatorios [11,12]. Las propiedades biol6gicas especificas de los
polifenoles han sido reconocidas por su papel alternativo y preventivo en enfermedades
cronicas como neurodegenerativas, cardiovasculares y osteoporosis. Ademas, sus
componentes desempefian un importante papel en la promocién de la salud natural, con
actividades anti-tumorales, antihipertensivas, inhibidoras de la a-glucosidasa diabética,
antihipertensivas y antitromboticas [13]. La diversidad de estructuras de polifenoles incluye
compuestos valiosos presentes en plantas, frutas, semillas, cereales, condimentos,
chocolate, té, vino, aceites y organismos marinos para prevenir el dafio de las especies
reactivas de oxigeno (ROS), ya sea mediante la eliminacién de radicales o previniendo la
generacion de estas especies mediante la unién del hierro [14]. La clasificacion de los
polifenoles incluye acidos fendlicos, taninos, flavonoides, estilbenos y lignanos [15].
Ademas, los compuestos polifendlicos se han clasificado segun sus posiciones de enlace
hidroxilo y variaciones en el esqueleto quimico, como los grados de oxidacion, hidroxilacion,
metilacién, glucosilacién y la posible unién a otras moléculas. La solubilidad es importante
para minimizar el proceso de degradacion, reducir la toxicidad y controlar la absorcién activa
y la respuesta biolégica de los polifenoles [16,17]. Las actividades antioxidantes de los
polifenoles y sus conjugados pueden determinarse por sus subclases, y se encontré una
tendencia decreciente en el siguiente orden: flavonoles > flavanonas > flavonas. Aqui, las
posiciones de los grupos hidroxilo son criticas en el desarrollo de la unién de coordinacion
con cationes metalicos como las nanoparticulas de metal-polifenol, la cristalizacion
compuesta y la gelacién [18,19].

La nanoencapsulacion directa de las nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnético
(SPIONs) con superficies polifendlicas es una alternativa efectiva para mejorar su
biocompatibilidad y su adhesion a la membrana celular, lo que es consistente con las
diferentes etapas de un proceso activo de captaciébn que aumenta sus posibilidades
terapéuticas [20]. Ademés, los efectos SPIONs-polifenol pueden estar asociados a
mecanismos bioquimicos y moleculares dentro de las vias de sefalizacion intracelular e
intercelular, como la regulaciéon de los factores de transcripcién nuclear y el metabolismo
de grasas, y la modulacion de la sintesis de mediadores inflamatorios [21].

Los compuestos polifendlicos de Vitis vinifera, Vaccinium corymbosum o Punica granatum

correspondientes a las frutas de uva, ardndanos y granada han sido considerados en este
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trabajo para la sintesis y recubrimiento directo de las nanoparticulas de éxido de hierro

superparamagnético (MNPs) y nanoparticulas de éxido de hierro dopadas con zinc.



Capitulo 2

Polifenoles

2.1 Compuestos fenolicos

Los polifenoles son compuestos quimicos sintetizados por las plantas a través de los
metabolismos secundarios. Se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal,
presente en flores, vegetales, frutas y semillas que consumimos diariamente. Estos
compuestos son esenciales en la fisiologia de las plantas, participando en funciones tales
como crecimiento, lignificacion y estructura, polinizacién, alelopatia, proteccion contra
patégenos y depredadores. Ademas, los polifenoles, también conocidos como metabolitos
secundarios vegetales, juegan un papel critico en varias funciones hioldgicas de las plantas,
incluyendo el aroma, pigmentacion, proteccién contra parasitos y la radiacion solar,
crecimiento, reproduccion, soporte estructural, resistencia a patégenos, nutricién, acciones
antialimentarias contra animales herbivoros y la coordinacion de metales, transporte de
hierro y transmisidn de sefiales. Por lo tanto, estos compuestos proporcionan propiedades
fisicas y quimicas importantes durante el crecimiento y reproduccién de las plantas.
Ademas, los polifenoles también se encuentran presentes en varios organismos marinos y
actian durante la respuesta antioxidante de microalgas y cianobacterias frente a la
exposicion a los rayos UV [16].

El término polifenol se define como una amplia coleccién de compuestos que se clasifican
en varias subclases o subdivisiones segun su fuente, funcion biol6gica o estructura quimica.
Estos principios activos son considerados estructuralmente diversos, ya que varian desde
moléculas simples hasta formaciones complejas. Los polifenoles se organizan como
cualquier compuesto que contenga una 0 mas estructuras formadoras de anillos
aromaticos, generalmente de alto peso molecular, que pueden contener uno 0 mas grupos
hidroxilo unidos. Actualmente, se han identificado mas de 8,000 ejemplos de estructuras
fendlicas. La presencia y ubicacion de estos grupos funcionales en la estructura determina
su clasificacién. Los grupos funcionales incluyen hidroxilos, carboxilos, carbonilo, entre

otros.



La clasificacion de los polifenoles depende de varios factores: la base de sus
estructuras quimicas y/o la unién de los grupos hidroxilo a la estructura del anillo aromatico,
las variaciones basicas del esqueleto quimico, tales como los grados de oxidacion,
glicosilaciéon, metilacion, hidroxilacion, asi como las posibles conexiones con otras
moléculas. Generalmente los polifenoles se clasifican en las categorias: flavonoides, &cidos
fendlicos, taninos, estilbenos y lignanos, aunque algunos articulos también consideran a las
cumarinas como una clasificacion. En la Figura 1 se encuentran representados las formas
generales de las clasificaciones de los polifenoles, en donde (A) corresponde a los
Flavonoides, (B) Estilbenos, (C) Cumarinas, (D) Acidos fendlicos y (E) Ligninas.

Figura 1 Estructuras de los compuestos polifendlicos. (A) Flavonoides, (B) Estilbenos, (C)
Cumarinas, (D) Acidos fendlicos y (E) Ligninas.

Los flavonoides son compuestos C15 que se encuentran en frutas, verduras y otros
alimentos vegetales, y son conocidos por su actividad antioxidante. Son los polifenoles méas
comunes, con mas de 4000 ejemplos, lo que los convierte en uno de los grupos de
compuestos fendlicos mas comunes en los alimentos de origen vegetal. La estructura
genérica de los flavonoides consta de quince atomos de carbono (C6—C3-C6), formada por
dos anillos arométicos (A y B) unidos por tres carbonos que suelen estar en un anillo de
pirano heterociclo oxigenado, o anillo C. La clasificacion de los subgrupos de flavonoides

depende de la posicion de la unién del anillo B y C, la insaturacion y grado de oxidacion del
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anillo C [22]. Por ejempilo, si la unién es en la posicion 4, se les denomina neoflavonoides,
si la unién es en la posicién 3 del anillo C se les llama isoflavonas, y si la union es en la
posicion 2, se conforman los subgrupos: flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles,
flavonoides o catequinas, antocianinas y calconas [22]. Las antocianinas, uno de sus
subgrupos mas investigados, son responsables de los pigmentos rojo, azul, naranja, rosa y
violeta presentes en frutos, plantas, tubérculos, etcétera, y también poseen actividad

antioxidante.

Los acidos fendlicos son compuestos aromaticos que contienen un anillo fendlico y una
funcion de acido carboxilico organico, y se dividen en dos grupos principales: los acidos
hidroxibenzoicos y los &acidos hidroxicinamicos. Los acidos hidroxibenzoicos estan
presentes principalmente en forma ligada, pero también en forma de derivados del azlcar
y acidos organicos en los alimentos vegetales. Los derivados del acido hidroxicinamico
también estan cominmente presentes en forma unida a los componentes estructurales de
la pared celular, y algunos ejemplos de este grupo son el cafeico, feralico, p-cumarico,
protocatecuico y vanilico, que se encuentran presentes en casi todas las plantas. Estos
compuestos también se encuentran en alimentos como el café y el té negro [23], y se
dividen en compuestos de &cido hidroxibenzoico, como el acido galico, y en acido
hidroxicinamico, como el acido cafeico y el acido ferdlico [24]. Se encuentran de manera
natural en fresas, semillas de mostaza, huez moscada, canela, clavo, tomillo, salvia y otros,
en formas libres o conjugadas con éteres, ésteres y en moléculas como acidos organicos,

azUcares simples y polimeros vegetales [25].

Los estilbenos, también conocidos como no-flavonoides, pertenecen al grupo de peso
molecular bajo, de 210-270 g/mol [26]. Tienen una estructura C6-C2-C6, formada por dos
anillos aromaticos unidos por una molécula de etanol o etileno. Los estilbenos tienen dos
estructuras diferentes: trans-((E)-stilbenes) y cis-((Z)-stilbenes) 1,2-difeniletano [15]. Los
compuestos estilbenos se encuentran en varias familias de plantas, pero el resveratrol es
el polifenol mas comun de este grupo, se encuentra en las uvas, el vino tinto, los cacahuetes
y algunas moras. La investigacion de este compuesto ha mostrado que participa en diversas
funciones biologicas, como la regulacion de la proliferacion celular, angiogénesis, actividad

mitocondrial, estimulacién del lipdlisis de los adipocitos y supresion de la inflamacion [27].
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Las ligninas, también conocidas como no-flavonoides, son fitoestrégenos cuya estructura
esta formada por bifenoles unidos mediante un acoplamiento oxidativo. Los compuestos
méas comunes de este grupo son el secoisolariciresinol y el matairesino. Las ligninas se
encuentran en buena concentracion en las semillas de linaza (fuente mas rica conocida) y

en el aceite de las mismas [24], asi como en semillas de girasol, sésamo y brocoli.

Los compuestos cumarinicos estan ampliamente presentes en la naturaleza, por ejemplo,
en plantas y frutos como los arandanos, moras y té verde. La canela china contiene una
buena cantidad de derivados cumarinicos [15]. Las cumarinas son el compuesto méas simple
de los polifenoles y estan estructuralmente formadas por un anillo de benceno unido a un
anillo de a-pirona. Los compuestos cumarinicos y sus derivados muestran actividad

antioxidante, antiinflamatoria, analgésica y antimutagénica [28].

2.2 Aplicaciones

Los polifenoles tienen un papel cada vez més importante en la dieta diaria debido a su
relacion con la reduccion del riesgo de algunas enfermedades. Sus aplicaciones en
medicina se han centrado en la investigacion de ciertos componentes que han mostrado
efectos positivos en actividades anticancerigenas, antiinflamatorias y antioxidantes. Los
flavonoides, como la quercetina, kaempferol, miricetina, cianidina, pelargonidina,
delfinidina, epicatequina y galato de epigalocatequina, han demostrado actividad
anticancerigena mediante la modulacion de las enzimas reguladoras de las especies
reactivas de oxigeno (ROS), la detencién del ciclo celular, la induccion de la apoptosis, la
autofagia, la prevencién del angiogénesis y la antiproliferacion de las células cancerosas
[29,30]. Asimismo, algunos &cidos fendlicos, como el acido protocatequico, acido galico,
acido cafeico, acido ferulico y acido p-cumarico, también tienen efectos beneficiosos en la

salud, promoviendo la apoptosis, reduciendo la angiogénesis y la metastasis [25].
En cuanto a los efectos cardioprotectores, estudios han demostrado que los polifenoles

como la catequina, quercetina, resveratrol, tocoferol y procianidina, tienen un efecto

protector mediante la reduccion de estrias grasas en las aortas, la disminucion en el
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desarrollo de lesiones en las arterias, la reduccion de colesterol, la regulacion de lipidos

plasmaticos y el estrés oxidante.

Se han realizado diversas investigaciones sobre los polifenoles que han demostrado su
capacidad para ejercer efectos biolégicos en estudios in vitro, in vivo y clinicos [17]. Una de
las &reas de investigacion mas relevantes en este campo es la accién antimicrobiana de
ciertos polifenoles sobre diferentes microorganismos patdégenos, especialmente en el
contexto de la creciente preocupacion por las nuevas cepas microbianas resistentes a los

antibiéticos actuales.

En algunas publicaciones se sugiere que los polifenoles poseen un efecto antibacteriano, y
se cree que algunos flavonoides podrian actuar inhibiendo el crecimiento bacteriano [31].
Se han llevado a cabo estudios in vitro sobre el efecto de los polifenoles en
microorganismos gram positivo y gram negativo, como Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis [32], sugiriéndose que el efecto
antimicrobiano de los polifenoles depende de la dosis del agente en los organismos, asi
como de la cepa en cuestion.

Algunos investigadores sugieren que el efecto de un mismo polifenol puede variar en
funcién de la cepa bacteriana, siendo positivo en una y negativo en otra [33]. Uno de los
posibles mecanismos de accion de los flavonoides seria la inhibicion de las funciones de la

membrana citoplasmatica y la sintesis de acidos nucleicos [31].

En un estudio comparativo [34] se analiz6 el efecto de algunos polifenoles y antibiéticos en
una bacteria gram-negativa, encontrdndose que los &cidos fendlicos mostraron resultados
equiparables a los de los antibiéticos en la cepa de Gram-negativas Vibrio parahaemolyticus
ATCC 17802.

Los polifenoles naturales han sido descritos como agentes con actividades
anticancerigenas, antimetastasicas, antibacterianas, antivirales, antihelminticas,
antiinflamatorias, inhibidoras de B-amiloide, protectoras del miocardio e
inmunorreguladoras, lo que justifica la importancia de consumir alimentos ricos en fenoles.
Estas acciones podrian ser resultado de la interaccion de los polifenoles con proteinas,
enzimas y receptores de membrana, modulando su actividad de manera especifica [35]. En

particular, el galato de epigalocatequina (EGCG) y el &cido tanico (TA) han sido
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ampliamente estudiados debido a su capacidad antioxidante, que se atribuye a la presencia
de grupos terminales hidroxilo, asi como a algunos grupos funcionales carbonilo y fenélicos
[36].

La accion antioxidante resulta de la facilidad con la que un &tomo de hidrégeno de un grupo
hidroxilo aromético cede a un radical libre, y de la capacidad de la estructura aromatica para
tolerar un electron desapareado debido a la deslocalizacion alrededor del sistema de
electrones 11, asi como de su capacidad quelante de metales [37]. La propiedad antioxidante
de los polifenoles es importante para proteger las células contra el dafio inducido por la luz
ultravioleta. La capacidad antioxidante de los polifenoles implica la donacién de un atomo
de hidrégeno y/o un electrén a los radicales libres, provocando la ruptura de la reaccién en
cadena de la oxidacion. Dicho efecto depende del nimero y posicién de los grupos hidroxilo.
Existe otro mecanismo presente en la capacidad antioxidante, como la complejacion
molecular con proteinas pro-oxidantes, la quelacion de iones metalicos o el atrapamiento
directo de especies reactivas de oxigeno (ROS) [16]. Por lo tanto, la actividad antioxidante
atribuida a los polifenoles depende de diversos factores, como la eliminacién de radicales
ylo las propiedades quelantes de metales de transicién [38]. La actividad de reduccién de
radicales libres reactivos ha sido influenciada por el nUmero y la posicién de los grupos OH
[39].

Entre las caracteristicas fisicoquimicas Unicas de los polifenoles se encuentra su estructura,
responsable de establecer enlaces fuertes a través de (i) interacciones no covalentes, tales
como enlaces de hidrogeno multiples, hidrofobicos, -1 e interacciones cation—r, y (ii)
interacciones covalentes. Por lo tanto, los polifenoles pueden interactuar con diversas
biomoléculas, como &cidos nucleicos (mediante la combinacion de una o varias
interacciones no covalentes) [40], iones metdlicos, proteinas (tanto de forma covalente
como no covalente), farmacos, polimeros y fosfolipidos. De hecho, los compuestos
fendlicos presentes en las plantas pueden interactuar de forma covalente o no covalente
con las proteinas. Asimismo, algunos polifenoles pueden unirse a moléculas de manera
covalente o no covalente, aunque ciertos flavonoides presentan una afinidad especial por

ciertos sitios [41].

2.2.a Sintesis de nanopatrticulas

Ciertas estructuras de los polifenoles tienen la capacidad de unirse a metales como

el calcio (Ca), hierro (Fe), manganeso (Mn), cobalto (Co), magnesio (Mg), cobre (Cu) y el
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zinc mediante un proceso llamado quelacion, es decir que los polifenoles pueden formar
enlaces quimicos estables con estos metales, lo que los hace menos disponibles para
reaccionar con otras moléculas. Debido a ello, se ha propuesto su uso durante el proceso
de sintesis de biomateriales a base de polifenoles, algunos ejemplos son las
nanoparticulas, peliculas de polifenoles, nanocapsulas e hidrogeles [40]. En la fabricacion
de nanoparticulas, los polifenoles podrian estar actuando como agentes reductores y
estabilizantes, en donde la posicién de los grupos hidroxilo en los compuestos fendlicos
juega un papel importante durante la formacién de nanoparticulas [41]. De hecho, algunos
investigadores han demostrado que el pH es importante si uno esta interesado en la carga
positiva 0 negativa, que es importante para el proceso de endocitosis. En realidad, los
polifenoles podrian tener la capacidad de mejorar esta capacidad. De manera similar, los
polifenoles poseen la capacidad de actuar como agente reductor, como en el caso del
hierro, reduciendo los iones Fe*" a Fe?'. Sin embargo, no pueden reducir Fe?* a Fe®.
Adicionalmente, los polifenoles pueden actuar como agentes estabilizadores durante la

sintesis.

La estabilidad de las nanoparticulas que se forman por capping conducen a un aumento de
la repulsion electrostética y/o estérica entre las particulas, y una disminucién de las
interacciones de Van der Waals y fuerza magnética, por lo tanto, conduce a una
aglomeracion y oxidacién reducida de las nanoparticulas [41,42]. Un ejemplo del efecto de
estabilizacion durante la sintesis verde de NPs de 6xido de hierro, son las NPs sintetizadas
usando Bauhinia tomentosa [42].

La utilizacién de estas nanoparticulas cargadas con polifenoles en el tratamiento del cancer
es prometedora debido a su capacidad para dirigirse especificamente al sitio de accion,
reducir la toxicidad en el resto del cuerpo, y mejorar la eficacia del tratamiento. Ademas, la
liberacion controlada de los polifenoles mediante las nanoparticulas puede prolongar su
efecto terapéutico y reducir los efectos secundarios no deseados [44]. En resumen, la
combinacién de nanoparticulas y polifenoles ofrece una estrategia innovadora y efectiva

para el tratamiento del cancer [45].

2.3 Frutos
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A continuacion, se describe el contenido de polifenoles presentes en los frutos,
donde el contenido fendlico promedio de 212.92 mg/100 g en los arandanos, 254.35 mg/100
g en uvas y 83.86 mg/100 g en la granada [46—48].

2.3.a Vitis vinifera (uva)

La uva es una fruta ampliamente consumida en todo el mundo y es rica en
compuestos polifendlicos importantes, la mayoria de los cuales se encuentran en la piel y
las semillas. Estos compuestos incluyen antocianinas, flavonoles, flavan-3-oles, acidos
hidroxicinamico e hidroxibenzoico, y estilbenos.

La Vitis vinifera, como otros frutos, contiene antocianinas, flavanoles (catequina,
epicatequina), flavonoles (rutina, quercetina-3-0-glucosido, rihidroquer-cetina-3-O-
ramnosido, isorhamnetina-3-O-hexosa, isorhamnetina y miricetina), flavonoides
(compuestos por (+)-catequinas, (-)-epicatequina y polimeros de procianidina), acidos
fendlicos (4cidos hidroxibenzoicos metilo, acido dihidroxibenzoico, 1-O-vanilil-3-D-glucosa,
acido p-cumarico-4-glucésido y acido cafeico) y estilbenos (resveratrol, resveratrol-3-
oglucésido, viniferina, scripusina A y piceatanol) [49,50].

Estudios han demostrado que estos polifenoles tienen efectos farmacologicos, incluyendo
proteccion de la piel, actividad antioxidante, actividad antibacteriana, propiedades
anticancerigenas, efectos antiinflamatorios y propiedades antidiabéticas, asi como efectos
cardioprotectores y neuroprotectores en estudios experimentales [50,51].

En patrticular, el resveratrol, el estilbbeno mas comuin y estudiado, ha mostrado propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antiapoptéticas, anticancerigenas y anticarcinogénicas
[52]. El resveratrol es un compuesto polifendlico estilbenoide compuesto por dos anillos
fendlicos unidos por un puente de etileno. Su estructura quimica (trans-3,5,4'-

trihidroxistilbeno) presenta dos formas isoméricas: cis- y trans-resveratrol [53] (

El resveratrol ha demostrado ser efectivo en la modulacién de la funcion mitocondrial y la

biologia y dinamica redox en experimentos in vitro e in vivo. Estudios en ratas han
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demostrado una disminucién en el crecimiento tumoral en tejidos como piel, mama,
prostata, tracto gastrointestinal, ovario, colon, higado, leucemia y pulmén [54]. En [55,56],
los autores muestran la implementacion del resveratrol en la investigacion de estas

enfermedades, utilizando nanoparticulas de magnetita.

N OH
Ao G
A, =
HO OH OH

cis-Resveratrol trans-Resveratrol

Figura 2 Estructuras del resveratrol.

2.3.b Vaccinium corymbosum (Arandano azul)

Vaccinium corymbosum es una fruta rica en polifenoles, incluyendo 27 tipos
diferentes de antocianinas distintas, antocianidinas (delphinidina, cianidina, petunidina,
peonidina, malvidina), flavonoles (quercetina, isoquercetina, rutina), derivados oligoméricos
de flavan-3-oles (procianidina A2, procianidina B1, procianidina B2), flavan-3-oles, acidos
hidroxicinamicos (catequina, epicatequina, epicatequina-galato), &acido galico vy
protocatecuialdehido [57]. La quercetina es el flavonoide mas abundante presente en esta
fruta [57].

La alta concentracién de polifenoles presente en Vaccinium corymbosum la hace efectiva
en el tratamiento de enfermedades, ya que combaten el estrés oxidativo y la inflamacion
[58,59], ofreciendo propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y hepatoprotectoras [60],
ademas de prevenir el cancer [58]. Los polifenoles también tienen propiedades
neuroprotectoras, cardioprotectoras y efectos antidiabéticos. Se ha estudiado la inhibicién
de la proliferacion de células tumorales in vitro en células de colon (HT-29 y HCT116),
prostata (LNCaP), mama, cuello uterino (HelLa), ovarios (A2780), piel (B16F10) [58] y boca
[61].

2.3.c Punica granatum (Granada)

El fruto de la granada aporta beneficios nutricionales a la dieta humana a través de
vitaminas y minerales, como el potasio, manganeso, hierro, cobre y fésforo, que juegan un

papel importante en el mantenimiento de la calidad y el valor nutricional. Al igual que otros
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frutos, su actividad biolégica depende de algunos factores como la zona de cultivo, las
condiciones climaticas, el estado de desarrollo y las modificaciones genéticas [62].

Punica granatum es una fruta rica en fitoquimicos con un contenido de 249.4 mg/g [63].
Contiene 124 polifenoles diferentes, incluyendo flavonoides como antocianinas y sus
derivados, catequina, epicatequina y quercetina, asi como taninos como elagitaninos,
punicalagina, punicalina y pedunculagina, y acidos fendlicos. La punicalagina es el polifenol
con mayor peso molecular [64,65]. Estos fitoquimicos son no toxicos y se han estudiado
ampliamente por sus beneficios para la salud, incluyendo efectos antioxidantes,
antiinflamatorios, antimicrobianos, antiinfecciosos, antidiabéticos y preventivos del cancer
[66—68]. Los estudios han demostrado efectos inhibitorios en las células HepmG2 y Hela,
asi como actividad anticancerigena en lineas celulares de cancer de mama, colon, cervical

y pulmonar [69-71].

C48H 28030

Figura 3 Estructura de los compuestos polifenélicos principales
en Vitis vinifera, Vaccinium corymbosum y Punica granatum
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Figura 4 Estructura propuesta del mecanismo de formacién de las nanoparticulas
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Capitulo 3.

Magnetismo

3.1 Materiales magnéticos

Los materiales magnéticos son importantes en el desarrollo de diversas tecnologias,
incluyendo motores eléctricos, generadores, transformadores, dispositivos de
almacenamiento de datos y sensores. Aunque la magnetita se ha utilizado desde la
antigiiedad para la orientacion, el magnetismo como fenémeno cientifico fue descubierto
por Tales de Mileto en el siglo IV a.C. Desde entonces, el estudio y aplicacion de los
materiales magnéticos se ha expandido, pero no fue hasta el siglo XIX que se comenzé6 a
entender las leyes y principios que rigen su comportamiento y su relacion con la electricidad.

El término "nanoparticula" se refiere a un material con un tamafo de particula menor a 100
nm en al menos una de sus dimensiones, y que consta de aproximadamente 105 atomos.
La respuesta de un material a un campo magnético externo indica su tipo de material
magnético, y esta respuesta depende de los constituyentes del material. A nivel atbmico, el
ordenamiento de los momentos atémicos de las particulas del material es la primera forma
de identificar un material, aunque esto no considera la constituciobn microscoépica del
material. En realidad, la magnetizacion y la susceptibilidad magnética reflejan la respuesta
del material a nivel microscépico, siendo la magnetizacion una medida de la densidad de
los momentos magnéticos en un volumen determinado y la susceptibilidad magnética (x)

una medida de la capacidad del material para ser magnetizado en relacién con el campo H.

Existen tres respuestas magnéticas que un material puede tener bajo un campo magnético

externo: ferromagnética, paramagnética y diamagnética (Figura 5).

El paramagnetismo y diamagnetismo son comportamientos magnéticos en los que los
momentos se alinean parcialmente en direccion paralela y antiparalela, respectivamente,
en presencia de un campo magnético externo. Este alineamiento depende de la magnitud

y direccion del campo. En los materiales diamagnéticos se forma una pequefa
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magnetizacién en direccion contraria al campo H, mientras que en los materiales
paramagnéticos se forma una magnetizacion en la misma direccion del campo H. Sin
embargo, el alineamiento de los momentos se contrarresta por su tendencia al alineamiento
aleatorio debido a la dependencia térmica. En general, la magnetizacién inducida en un
material paramagnético es muy pequefia en comparacion con los materiales

ferromagnéticos.

En los materiales ferromagnéticos, la respuesta magnética es compleja debido a su alto
ordenamiento de los momentos, lo que resulta en una fuerte interaccion entre ellos incluso
en ausencia de un campo externo. Esto hace que los momentos estén acoplados y se
alineen cooperativamente bajo la aplicacion de un campo magnético externo. La
magnetizacién resultante en un material ferromagnético es varios 6rdenes de magnitud
superior que en los materiales paramagnéticos. Ademas, en los materiales ferromagnéticos,
los momentos permanecen alineados después de retirar el campo magnético externo, y
para desmagnetizarlos es necesario aplicar un campo en direccién contraria. El ciclo de
histéresis es Util para entender este proceso. La respuesta magnética de los materiales
ferromagnéticos también tiene una dependencia térmica, y existe una temperatura critica,
la Temperatura de Curie (T¢), por encima de la cual el material pierde su comportamiento
ferromagnético y se comporta como un paramagneto. Ademas de estos materiales, también
existen los materiales antiferromagnéticos y los materiales ferrimagnéticos, cada uno con

propiedades magnéticas especificas.

El comportamiento magnético de los materiales sin la presencia de un campo magnético
externo puede ser ferromagnético, antiferromagnético o ferrimagnético. En los dos
primeros, no hay momentos magnéticos inherentes, mientras que en el Ultimo si hay una
interaccion entre los momentos atomicos. En los materiales antiferromagnéticos y
ferrimagnéticos, los momentos magnéticos estan ordenados de tal manera que la suma de
todos los momentos no es cero, incluso en ausencia de un campo magnético aplicado.
Estos materiales se caracterizan por un alto ordenamiento de sus momentos y se acoplan

entre si de manera cooperativa.
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Figura 5 Comportamiento de los materiales magnéticos [72].

En un material magnético, cuando se le aplica un campo H, los momentos magnéticos se

alinean formando arreglos antiparalelos, dando Iugar al comportamiento
antiferromagnético. En las sustancias antiferromagnéticas, las susceptibilidades varian con
la temperatura, alcanzando un maximo en la temperatura de Néel, Tn. Por encima de esta
temperatura, la sustancia se comporta como un paramagnético.

Por otro lado, los materiales ferrimagnéticos presentan una formacién de momentos
magnéticos de tal manera que los arreglos son antiparalelos, pero el momento total no es
cero. Estos materiales poseen una estructura cristalina en la que los momentos magnéticos
de los atomos estan alineados, produciendo campos magnéticos opuestos en diferentes
partes del cristal. A temperatura ambiente, se produce una magnetizaciéon espontanea en
estos materiales, pero este efecto desaparece a temperaturas superiores a la temperatura
critica o temperatura de Curie, momento en el cual el material se comporta como un
paramagnético. A pesar de esto, los materiales ferrimagnéticos se utilizan en diversas

aplicaciones.
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Dentro de los materiales ferrimagnéticos se encuentran los materiales magnéticos de éxido,
como las ferritas (no todas), en las que el numero de espines asociados a los sitios
cristalogréaficos especificos no es igual [73], y en sus subredes, los momentos se acoplan
de forma antiferromagnética, de manera que los momentos magnéticos estan asociados
con los sitios cristalogréficos especificos. A nivel macroscépico, el comportamiento de los
ferrimagnetos es similar al ferromagnético [74].

Las ferritas son compuestos quimicos con férmulas MOFe,Os; o MFe;O., que presentan
estructuras cristalinas cubicas o hexagonales. El ion M representa un ion metalico bivalente
con un radio de 0.06-0.1 nm, y la mayoria de las ferritas son magnéticamente suaves, lo
que significa que el movimiento en sus dominios ocurre a campos magnéticos débiles (H
<10% A/m). Las principales ferritas se componen de metales de transicion como Co, Mn, Ni,
Zn, Fe, 0 una mezcla de varios iones con una valencia promedio de 2, como en el caso de
la maghemita. Ademas, el ion Fe*® puede ser parcial o completamente sustituido por otro
ion trivalente, lo que da lugar a ferritas mixtas con férmula MyFe3;xO4, donde x representa el

porcentaje de ion sustituido.

3.2.- Espinelas

El mineral MgAl,O, se conoce como espinela y es el origen del nombre para las
ferritas espinela, cuya formula general es MFe2O.. La estructura de la espinela consta de
dos tipos de sitios de iones metalicos en la celda unidad: sitios tetraédricos (A) y octaédricos
(B), con aniones de oxigeno O2 en una red cubica compacta. La férmula de las ferritas
espinela se representa como como [My-, Fey ]aA[My Fez-, ]s04, donde y es el grado de
inversion (0 < y < 1). La estructura de la espinela tiene una celda unidad que contiene 32
aniones de oxigeno, 64 sitios tetraédricos y 32 sitios octaédricos, de los cuales 8 y 16,
respectivamente, se ocupan. Los arreglos de los iones en las subredes A y B dan lugar a
las formaciones tetraédricas y octaédricas. La espinela puede ser normal o inversa (Figura
6) segun el acomodo de los iones metdlicos en los sitios A y B. La espinela normal tiene
una férmula [A]{B2]o04 Yy se forma con iones bivalentes M*2 en los sitios tetraédricos y iones
trivalentes Fe*® en los sitios octaédricos disponibles. Un ejemplo de espinela normal es la
ferrita MnFe20..
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Figura 6 Estuctura de espinela (a) normal e (b) inversa [167].

La estructura de la espinela inversa depende del acomodo de los iones trivalentes en las
subredes A y B, y de los iones bivalentes en la subred A. Su formula general es [B]; [A,
B]oO4. Por otro lado, la espinela mixta se forma cuando hay una combinaciéon de iones
metalicos de diferentes tipos en ambas subredes, y su formula general es dada como [Aix
ByJ: [AxB1-x B]o O4, donde x es el porcentaje de iones que fueron parcialmente reemplazados.
El acomodo de los iones en las subredes se ve afectado por el campo cristalino, el tamafio
del catién y la valencia. De acuerdo con lo reportado por Navrotsky y Kleppa [75], los
cationes tienden a ocupar sitios tetraédricos u octaédricos de acuerdo con sus preferencias.
Lo cual no significa que los cationes s6lo se ubican en una determinada subred, sino que
los cationes tienen afinidad por ordenarse mas en una subred, por ejemplo, el ion trivalente
Fe*3 tiende estar en la subred tetraedral, mientras que Fe*? en la octaeter

dral [76]. Ademas, no todas las ferritas son ferrimagnéticas, y su comportamiento magnético
depende de los tipos de cationes y su distribucién en las subredes A y B. Por ejemplo,
ZnFe,0, tiene un comportamiento paramagnético debido a que los iones en B no estan

ordenados de forma antiferromagnética.

3.2.a Magnetismo en espinelas MFe204

Las propiedades magnéticas de las ferritas con estructura de espinelas se deben al
acomodo de los iones en las subredes Ay B, asi como a la interaccién entre ellos. Los iones
en la subred A y B se magnetizan en una sola direccion, pero en sentido opuesto entre

ellas, y sus momentos magnéticos no tienen la misma magnitud.

Por otro lado, la interaccién de intercambio de los electrones de valencia de los cationes en
las subredes Ay B es un factor importante que influye en el momento magnético y en las
propiedades magnéticas de los 6xidos metalicos [77]. En cuanto a los metales de transicion

u 6xidos 3d, el momento magnético esta dado por el nUmero de espines desapareados. Sin
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embargo, existen discrepancias entre los valores tedricos y experimentales de los
momentos magnéticos, que podrian deberse a interacciones de superintercambios
complejos entre los iones bivalentes mediante los iones O2.

La distribucién de los iones en las subredes A y B tiene efectos en el comportamiento
magnético, particularmente en la magnetizacion. En una ferrita inversa, la saturacion de
magnetizacion es igual al momento del ion bivalente, ya que los iones Fe*™® estan
distribuidos igualmente en las subredes A y B, canceldndose sus momentos. Para ilustrar
esto, se presenta a continuacion la férmula general con los espines correspondientes de

los iones:

MFe,0, [Fe**] [M2* Fe?¥| 0,

En algunos materiales, los valores de los momentos netos obtenidos tedrica y
experimentalmente son muy cercanos. Esta discrepancia puede deberse a dos factores
principales: (i) los momentos orbitales no se satisfacen completamente o (ii) la estructura
no es una espinela inversa pura. En el segundo punto, se considera que el tratamiento
térmico puede influir en la distribucion de los iones en los sitios A 'y B. De hecho, factores
como la temperatura, velocidad de enfriamiento y tratamiento térmico durante la sintesis

del material pueden variar el ordenamiento de los iones.

La saturacidbn magnética en las ferritas depende de la temperatura. En la literatura, se han
reportado resultados de experimentos donde se miden tanto a temperatura ambiente como
cerca del 0 °K, y se ha observado que hay una mayor saturacion a dicha temperatura. En
esta temperatura, se puede calcular la saturaciéon conociendo el momento de cada ion, la
distribucion de los iones en las subredes y teniendo en cuenta la interaccién entre las

subredes Ay B, que es negativa, y entre los iones dentro de cada subred.

3.2.b Magnetita

El 6xido de hierro presenta varias fases, entre las cuales se destacan la maghemita (y-
Fe»0s3), hematita (a-Fe>03) y magnetita, que exhiben un comportamiento magnético. La
hematita es un material antiferromagnético, mientras que la maghemita y la magnetita son

ferrimagnéticos. Como se menciond anteriormente, los materiales ferrimagnéticos se
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comportan de manera similar a los ferromagnéticos, con remanencia, dependencia de la
magnetizacion en la historia magnética y temperatura de ordenamiento magnético.

La magnetita es una de las ferritas més utilizadas, con una estructura de espinela cubica
inversa cuya formula es [Fe*]r [Fe** Fe**]o O, donde los subindices Ty O corresponden a
los sitios intersticiales tetraédricos y octaédricos, respectivamente, que describen la
ubicacion de los iones bivalentes Fe?*y trivalentes Fe®*" en la estructura de la espinela.
Cada unidad de férmula de la magnetita se puede describir como dos subredes
antiparalelas A y B, donde A esta formada por un ion Fe3*y B por un ion de Fe?" y un ion
Fe®*. La estructura se compone de 8 iones Fe, 16 iones O% y 32 iones O%. De acuerdo con
las reglas de Hund:

Fe2+ (3d%) 1L 1111
Fe3* (3d®) 11111

Los iones de transicion 3d, Fe?* (3d®) y Fe®**(3d®), son iones del hierro con estados de
oxidacién +2 y +3, respectivamente. Como se mencion6 anteriormente, en los éxidos 3d el
momento magnético (incluyendo el atbmico y el momento neto) esta determinado por el
espin. Este momento, en términos de ug, es igual al nimero de espines desapareados. En
el caso de la magnetita, cada unidad contiene 2 iones férricos Fe3" antiparalelos y un ion
ferroso Fe?*, donde un ion Fe3* esta ubicado en la subred A y otro ion esta en la subred B
con un ion Fe?*. Claramente, ambas subredes son antiparalelas. Por lo tanto, el momento
de la magnetita es el correspondiente al ion Fe?*, que contiene 4 espines desapareados, es
decir, el momento es u = 4 ug. Una buena aproximacion para el valor experimental es
u=41ug[73].

La magnetita bulk se vuelve superparamagnética en nanoparticulas con tamafios menores
a 20 nm, y presenta propiedades ferromagnéticas a una temperatura de Curie de 585 °C.
El momento magnético, asi como el comportamiento de la magnetita, dependen de la
estructura cristalina que se forma. En este caso, la estructura formada es una espinela
clbica inversa que crea la direccién [1,1,1], perteneciente al grupo espacial Fd3m (227),
donde el parametro de red reportado para la magnetita es a= 8.39 A. La saturacion
magnética reportada para la magnetita es M = 84 emu/g a 300 °K, debajo del bulto y
disminuye en funcién de la disminucién de tamafo, su valor que depende de diversos

factores, como distribucion de tamafo, forma, superficie, composicion, entre otros.
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En algunos éxidos, ocurre un proceso conocido como intercambio indirecto. En el caso
especifico de la magnetita, se produce un mecanismo especial llamado superintercambio,
que se describe mediante la ecuacion J;; = ](Rj) — J(R;) < 0. Este proceso es mediado por
los electrones 2p de los iones de oxigeno O, los cuales separan los cationes Fe?*. El
superintercambio A-O-B presenta un angulo de formacion de 125° entre los enlaces y es
antiferromagnético. Ademés, en algunos oOxidos con diferentes valencias, también es
posible que ocurra otro mecanismo importante conocido como doble intercambio. En el
caso de la magnetita, los iones Fe?* y Fe®* son considerados como dos iones Fe3" mas un
electrén, y este electrén salta entre los alrededores de Fe®'. Esta interaccion esta sujeta a

las reglas de intercambio ferromagnético de Hund [73].

3.2.c Maghemita

La maghemita y-Fe,Os es una de las formas minerales del éxido de hierro (lll). Se
presenta cuando la magnetita se oxiday, al igual que ésta, posee una estructura de espinela
clbica. Sin embargo, a diferencia de la magnetita, no contiene iones Fe?* en su estructura,
sino que se da la formacién de vacancias en la subred B. En su estructura, los iones Fe®*
se ubican de manera desigual en los sitios tetraédricos y octaédricos, por lo que se puede
escribir con la férmula
y-Fe;03=[Fe**Ir [ F953/+3 [O]1/3 Jo Oa
donde [O] representa los espacios vacantes.

La maghemita presenta un comportamiento superparamagnético a temperatura ambiente.
Como se mencion0 antes, el acomodo de los iones en las redes, asi como la interaccion
entre las mismas, son un determinante para el comportamiento magnético en los
materiales. En el caso de la maghemita, debido a la desigualdad en la distribucién de iones
en las subredes Ay B, ésta se comporta es forma ferrimagnética. Como en los espines Fe3*
estan desapareados y considerando la desigualdad de la distribucién de los iones en las
redes tetraédrica y octaédrica, el momento magnético es de 5 ug por molécula, con una

saturacién magnética menor que la magnetita debajo del bulto 74 emu/g.

1
2F3304, + E 02 —)3 F3203
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3.3 Anisotropia magneética

La anisotropia es una propiedad fisica que depende de la direccién y se manifiesta en
la preferencia de orientacion de la magnetizacién, conocida como anisotropia magnética.
En esta propiedad, los parametros de permeabilidad y susceptibilidad pueden depender de
la magnetizacion y la direccion del campo aplicado. La importancia de esta propiedad radica
en que es el origen de la histéresis y la coercitividad [73]. Los tipos de anisotropia magnética

incluyen:

- Anisotropia cristalina o magnetocristalina

- Anisotropia de forma

- Anisotropia por estrés

- Anisotropia por intercambio

- Anisotropia inducida (por irradiacién, alineamiento magnético, deformacion) [78].
En un material, puede haber varios tipos de anisotropia, aunque a veces uno de ellos puede
ser mas importante que los demas. Algunas anisotropias son causadas por factores

externos, mientras que la anisotropia cristalina es intrinseca al material.

En un material magnético, la densidad de energia de anisotropia, K, se refiere a la cantidad
de energia necesaria para cambiar la direccibn de magnetizacion en una direccién
particular, en relaciébn con la estructura fisica del material [79]. En nanoparticulas
magnéticas, la anisotropia se refiere a la energia necesaria para cambiar la direccion de
magnetizacién en 180 grados. Esta energia proviene de los efectos de la estructura
cristalina y las interacciones magnéticas en ella. Por lo tanto, la anisotropia en
nanoparticulas magnéticas se refiere a la relacion entre las propiedades magnéticas de las

nanoparticulas y la direccién, ya sea debido a su estructura cristalina o su forma.

El modelo fenomenolégico mas sencillo de anisotropia es la anisotropia uniaxial de segundo
orden. En este modelo, hay un eje de preferencia en la orientacion del momento magnético
que puede estar alineado de forma paralela o antiparalela con la misma probabilidad. La
anisotropia uniaxial en un magneto de volumen V esta representada por la ecuacion E, /V =
k, Sin?6, donde k, es la constante de anisotropia. Si k,>0, la energia tiene un minimo en

6=0,m y se le conoce como anisotropia de eje facil, que es paralelo al eje de simetria. Si
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k,<0, el minimo de la energia estd en 6 = /2, y se le conoce como anisotropia de plano
facil.
La generalizacién de la densidad de energia de anisotropia en un magneto de volumen V

es

Eaf, = ky Sin26 + k, Sin*6 + ks Sin®0 @

donde k; son las constantes de aproximacion de la anisotropia uniaxial de i-ésimo orden. El
signo de k; indica la forma de la energia superficial. Si k,>0, se tiene un esferoide oblato y
si k,<0, se tiene un esferoide prolato a lo largo del eje z.

En ausencia de un campo externo, la magnetizacion tiende a orientarse en la direccion
donde se tiene una energia minima. Para k;>0, la magnetizacién se orienta a lo largo del
eje z, y para k,<0, la magnetizacion puede estar en cualquier direccion sobre el plano x-y.
La anisotropia de mayor orden ocurre en los angulos entre 0<6<1/2, y se le conoce como
magnetismo de cono facil, que ocurre cuando k,<0y k,>-k,/2 [73].

En el caso de materiales con estructura cristalina cubica, la forma de la densidad de energia

esta dada por
=8 = ky (Sy2Sy2 + Sy2S,2 + 5,28,2) @

donde la direccion preferencial [uvw] se encuentra en planos identificados como (hkl) [73].
Aunque en la mayoria de los casos, la anisotropia uniaxial es una buena aproximacion,
existen estructuras cuya forma no es uniaxial, sino que, al ser cristalina, puede ser cubica

o hexagonal.

3.4 Histéresis

La aplicacion de un campo externo en un material produce un efecto distintivo que
permite identificar materiales magnéticos. Los materiales magnéticos, tales como los
diamagnéticos, paramagnéticos, ferromagnéticos y ferrimagnéticos, tienen una orientacion
especifica de sus momentos magnéticos en ausencia de un campo externo. Al aplicar un
campo externo H, se observa un incremento en la magnetizacion. Si el campo H es lo
suficientemente intenso, el material alcanzara su magnetizacion de saturacién, estado en

el cual el material magnético alcanza su maxima magnetizacién posible en un campo
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magnético dado, y no puede ser magnetizado mas independientemente de la magnitud de
campo magneético aplicado.

Si se reduce el campo aplicado a un valor H=0 después de alcanzar la magnetizacioén de
saturacion, se observa que la magnetizacién del material magnético no desaparece por
completo, sino que se mantiene una cierta cantidad, llamada remanencia. Luego se reduce
el campo magnético a un valor negativo y finalmente se retorna al punto inicial, completando
un ciclo, denominado ciclo de histéresis. Dicho ciclo varia en tamafio y forma dependiendo
del material magnético (Figura 7). Por lo tanto, el ciclo de histéresis es una herramienta util
para caracterizar los materiales magnéticos y su comportamiento bajo diferentes campos
magnéticos.

La histéresis se caracteriza por la retencion de una cierta cantidad de magnetizacion en el
material después de retirar el campo magnético externo. Es una propiedad que permite
observar un retraso en la disminucion de la magnetizacion del material con respecto a la
disminuciéon del campo externo aplicado [79]. La formacion de la histéresis también
depende de la manera en que se forman los dominios magnéticos, es decir, si el material
es monodominio o multidominio. Al aplicar el campo magnético oscilante en una muestra
multidominio, las paredes de los dominios pueden moverse o puede haber una
reorganizaciéon de los dominios, mientras que, en el caso de un monodominio, la aplicacion

del campo favoreceria la rotacion de los momentos, y esta misma seria reversible [79].
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Figura 7 Comportamiento magnético y estructuras de dominio magnético dependientes del tamafio [168].

3.5 Dominios magnéticos

Los dominios magnéticos se forman como una configuracion de reduccion de la

energia magnetostatica de un sélido, ya que de lo contrario seria demasiado grande [80].
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Estos dominios son areas dentro de un material donde la magnetizacion tiene direcciones
diferentes, pero en promedio la magnetizacion del material es cero [76]. Las areas estén
separadas por paredes finas llamadas paredes de dominio, que pueden ser de dos tipos:
paredes de Bloch o paredes de Néel. Las paredes de Néel se forman entre dos dominios
magnéticos con orientaciones opuestas, mientras que las paredes de Bloch se forman entre

dos dominios magnéticos con orientaciones similares.

En materiales uniaxiales, el grosor de las paredes se estima como

6p = ”\/,% (3)

donde A es la energia de intercambio y k; es la constante de anisotropia. El valor de la
constante de anisotropia, k,, es determinante para el ancho de la pared. Las paredes finas
se forman en presencia de grandes gradientes en la magnetizacion. En general, la amplitud
de los dominios depende de varios factores en cada material magnético, pero su rango
oscila entre 5y 100 nm para materiales magnéticos duros y blandos, respectivamente [73].

La formacion de los dominios magnéticos implica un gasto de energia magnetostética, lo
que significa que no es posible formar un nimero ilimitado de dominios en un sistema [73].
Ademas, la formacién de dominios implica la generacién de paredes de dominio, las cuales
almacenan energia por unidad de &rea. La distribucién de los dominios también puede
afectar la cantidad de energia gastada o almacenada.

La configuracion de multidominios magnéticos puede verse afectada por la aplicacion de
un campo externo, lo que puede alterar, desplazar o eliminar las paredes entre los dominios
y cambiar su forma o estructura (Figura 8). Este movimiento se debe a que los momentos
magnéticos son inducidos a cambiar su direccion hacia la del campo aplicado, lo que hace

que las paredes se desplacen o desaparezcan [78].

El material magnético puede tener monodominios o multidominios, dependiendo de sus
caracteristicas, composicion quimica y estructural, tamafio y temperatura. Cuando el
tamafio del material magnético es muy pequefio, se requiere mas energia para formar los
dominios, lo que resulta en un material monodominio en el que todos los momentos estan

orientados en la misma direccion sin la necesidad de un campo externo [79].

31



Las particulas monodominio son particulas magnéticas de tamafo suficientemente
pequefio (entre 2 y 100 nm) que contienen un solo dominio magnético. Para ser un
monodominio, una particula debe cumplir ciertos requisitos, esencialmente que su diametro
sea menor que el grosor de las paredes de dominio. Si el diAmetro excede el grosor, puede

formarse una pared y, por lo tanto, la particula tendrd mas de un dominio magnético.

El didmetro critico para la formacion de la particula monodominio es

D, =9 “Ak;‘, para k,, grande @)
HoM;

D, ~ |2 k fi 5

c TR para k, pequefia. (5)

La determinacion del diametro critico no es una tarea facil, ya que esté influenciado por
varios factores, como la energia magnetostéatica que depende de la saturacion magnética
de la particula y su geometria. No existe una Unica férmula para su calculo, y su valor puede
variar en funcién de la constante de anisotropia. Ademas, su calculo depende tanto de las
propiedades intrinsecas del material como de la forma de la particula, ya sea esférica,
alargada, entre otras.

Sin embargo, obtener particulas con caracteristicas definidas es dificil experimentalmente
debido a la variabilidad en tamafio y forma que puede surgir debido a factores como la

temperatura y el proceso de preparacion.

Figura 8 Representacion esquematica de los
multidominios.
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La aplicacion de un campo externo en sistemas de multiples dominios a menudo provoca
cambios en los dominios, mientras que en las particulas monodominio, solo genera una
rotacion de los momentos dentro del dominio. Este proceso de devolver los momentos a su
estado original antes de la aplicacion del campo externo es reversible, pero se requiere un
campo mas fuerte para hacerlo en comparacion con el campo necesario para mover una
pared de dominio. Como resultado, se obtiene una mayor intensidad del campo coercitivo
en comparacion con los materiales en bulto. La transicion de un estado multidominio a un

estado monodominio también aumenta la intensidad del campo coercitivo.
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Figura 9 Dependencia del tamafio de particula para su uso en hipertermia magnética.

3.6 Superparamagnetismo

En un ferromagneto de gran tamafio, se busca reducir la energia interna a través de
la formacion espontanea de dominios magnéticos. Sin embargo, cuando se reduce el
tamafio de una particula, esta puede convertirse en un monodominio si se alcanza el radio
critico. En ese estado, la particula estd magnetizada de manera uniforme y se puede
describir como un "super espin”. La reduccién en el tamafio de la particula puede continuar
hasta llegar a una particula con solo cientos de atomos. Es importante destacar que un

monodominio no siempre es superparamagnético.

Las particulas superparamagnéticas, por definicion, carecen de coercitividad vy

magnetizacion remanente [79]. En una particula superparamagnética, la direccion de la
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magnetizacion cambia constantemente y ya no estd determinada por factores como la
anisotropia o la forma de la particula, sino que puede ser afectada por los efectos térmicos.
La temperatura a la que una particula se comporta como superparamagnética se conoce
como temperatura de bloqueo y depende del tipo de material/particula y del campo
magnético aplicado. El valor de la temperatura de bloqueo se puede calcular con la férmula
Ts = KV/(25kg). Mientras la temperatura sea menor que la temperatura de bloqueo, la
magnetizacion aumentara con la temperatura [77].

Si la temperatura es elevada (T>Tg), puede provocar que la direccidén de la magnetizacion
de la particula cambie entre dos direcciones sin necesidad de un campo magnético externo
[76]. Cuando se aplica un campo externo, los momentos magnéticos intentan alinearse en
la direccién del campo, pero la energia térmica los desalinea.

Aunque la configuracién superparamagnética puede parecerse a la de un material
paramagnético, existen dos diferencias clave: (i) no hay histéresis y (ii) el comportamiento
de la magnetizacion se rige por la ley de Langevin en lugar de la saturacién. Como se
menciond anteriormente, debido a la falta de histéresis, la desmagnetizacién no requiere
un campo coercitivo. Es decir, cuando se retira el campo externo, las particulas se

desmagnetizan y no se agrupan.

El tamafio de particula necesario para un comportamiento superparamagnético estable se

estima en

KpT

Ty = (10 .

) /3 ~73nm (6)
donde Kg es la constante de Boltzmann, K es la constante de anisotropia y T es la

temperatura.

Las particulas superparamagnéticas tienen una susceptibilidad magnética mucho mayor
que las particulas paramagnéticas. En un campo magnético externo, actian como

paramagnetos monodominios, pero con una mayor susceptibilidad.

Para que una particula sea considerada superparamagnética segun la relajacion de Néel,
su tiempo ,, debe ser menor a 102 s . Esto limita el tamafio maximo de la particula a v =
25 KzT/K,. La magnetizacion de un sistema de nanoparticulas superparamagnéticas se

puede estimar como una agregacion de nanoparticulas paramagnéticas con un momento
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magnético grande. En el caso clasico, la funcion de Langevin, que depende del campo

magnético aplicado H, se usa para calcular el momento total Mspy,

#o#SPMH] _ kgT }
)

Mspy = Nspmispm {COth [ KpT vorspmH @)

donde ugpp €S el momento magnético por particula, Ngpy, €s el nUmero de particulas con

momento pspy [79].

3.7 Relajacion magnética

La relajacion magnética es un fendbmeno que se observa en materiales magnéticos,
donde la magnetizacién de los mismos se vuelve paralela a un campo magnético externo.
Este proceso ocurre debido a la tendencia de los momentos magnéticos de las particulas a
alinearse con la direccion del campo externo. Al aplicar un campo magnético H de alta
frecuencia a particulas magnéticas, se provoca un cambio en su magnetizacion M,
alineando los momentos con la direccion de H. Cuando el campo se reduce a cero, la
magnetizacion disminuye debido a la energia térmica de las particulas, generando calor por
la oscilacién de las nanoparticulas. Este proceso se puede describir matematicamente
utilizando ecuaciones que describen la interaccion de los momentos magnéticos con el

campo externo y la energia térmica de las particulas.

Existen dos tipos principales de relajacibn magnética: la relajacion Néel y la relajacion
Brown (Figura 10). La relajacion Néel se produce en nanoparticulas magnéticas y es

causada por la rotacidon de los momentos magnéticos para ajustarse al campo externo.

/T\ Q :> Meca;iésgo de
W W W

/_D\ ( \ @ ) Mecanismo de
\\/ \ i\ﬁ \ : Brown

Figura 10 Mecanismos de relajacion magnética



3.7.a Relajacion de Néel

Segun la propuesta de Néel, la relajacion sélo ocurre en particulas monodominio
suficientemente pequefias (del orden de nanémetros) que estan en una transicion hacia el
estado superparamagnético. Durante este proceso, el momento magnético de las
nanoparticulas gira internamente para alinearse con la direccién del campo H [81]. La
energia magnética se convierte en energia térmica a través de la rotaciéon del momento de
la particula, que oscila entre dos orientaciones estables antiparalelas dentro de un campo
magnético. Estas orientaciones estan separadas por una barrera de energia. El tiempo de
oscilacion entre los dos estados, denotado por 7y, se puede calcular utilizando la siguiente

formula;

Ty = Ty (‘/Z—E) %exp (VMK/kBT) ®)

donde 74 es la frecuencia de intento, V,, es el volumen magnético, T es la temperatura y K
es la anisotropia. La formula incluye todas las contribuciones de la anisotropia, incluso si
no hay un campo magnético presente. Si hay un campo magnético presente, se utiliza la
siguiente férmula:

x/E) kT — exp (VMK — HM cos e/kBT) ©)

TN=T (—
N "4\ 2 )\|VyK-HM cos 8

donde 6 es el angulo entre la magnetizacién M y el campo magnético aplicado H [79]. En
un caso mas simple, cuando el eje de simetria esta alineado con el eje polar, el tiempo se

simplifica a:

Ty = ToeXp (kV/kBT) (8)

donde V es el volumen de las particulas y 7, esta en el rango de 107° — 107! s para
sistemas superparamagnéticos. El término kV se refiere a la barrera de anisotropia
magneética que las particulas magnéticas deben superar para cambiar de direccion durante
su rotacion. Sin embargo, el mecanismo de relajacion Néel no es adecuado para la

hipertermia debido a las frecuencias dominantes [82].
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3.7.b Relajaciéon de Brown

El mecanismo que produce el efecto es la rotacion fisica de las nanoparticulas en
un fluido bajo la accion de un campo magnético alterno externo. Durante este proceso, los
momentos magnéticos de las particulas pueden alinearse con el campo aplicado, y la
rotacion ocurre cuando el momento magnético estd anclado al eje cristalino y rota junto con

la particula.

Por otro lado, la relajacibn de Brown ocurre en materiales magnéticos debido a la
transferencia de energia térmica desde las particulas hasta su entorno. El tiempo de

relajacion de Brown se puede calcular utilizando la ecuacion:

3nVu
kgT

9)

Tgp =

donde 7n es la viscosidad del fluido y Vy el volumen hidrodindmico, que puede ser mas
grande que el nucleo de la particula magnética si hay un posible recubrimiento. Esta
ecuacion es vélida siempre y cuando el campo aplicado sea pequefio.

Se define el tiempo de relajacion efectivo, Tz, dado como
1_1,.1 (10)

que tiene en cuenta la relajacion de Brown y Néel, y se calcula como la inversa de la suma
de las inversas de los tiempos de relajacion de cada mecanismo. Aunque ambos procesos
pueden ocurrir de forma independiente, segun [83], también pueden ocurrir en paralelo. En
general, en particulas suficientemente pequefas combinadas con altas frecuencias,
predomina la relajacion de Néel [84], mientras que, en particulas grandes, predomina la
relajacion de Brown [85]. De la grafica en la Figura 11 se puede observar que, para
particulas magnéticas muy grandes, el tiempo de relajacion es aproximadamente igual a

Tg.
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Figura 11 Tiempo de relajacion dependiente del tamafio de particula [83].

En términos de potencia de calentamiento, el mecanismo de relajacion mas rapido es el
que prevalece, aunque distinguir entre ambos mecanismos no es facil [86]. Hasta ahora, se

han considerado sistemas de particulas idénticas no interactuantes.

3.8 Hipertermia magnética

La técnica de Hipertermia fue desarrollada por Gilchrist y su equipo en 1957. Se
basa en el uso de MNPs que son dirigidas a tumores especificos. Bajo la accién de un
campo magnético alternativo de frecuencia comprendida entre 100KHz y 1MHz, las MNPs
generan calor en el interior del cuerpo [87]. Gracias a esto, se logra una temperatura de 40-
44°C en las células, lo que puede causar apoptosis 0 necrosis en las células cancerosas
sin dafiar los tejidos circundantes. Esta técnica resulta eficaz en aplicaciones biomédicas
de particulas magnéticas de escala macroscopica.

La hipertermia es una técnica en desarrollo para el tratamiento de células malignas.
Consiste en el uso de MNPs bajo el efecto de un campo magnético alterno que generan
calor y actan como nanocalentadores, convirtiendo la energia del campo en calor [88].

El tratamiento con hipertermia magnética contra el cancer ofrece varias ventajas. Algunas
de estas son: la ausencia de radiacion ionizante, la capacidad de penetrar profundamente
en el cuerpo sin limitaciones, el calentamiento localizado y el cuidado de los tejidos
circundantes, su naturaleza no invasiva y la posibilidad de tratar un tumor completo. Antes
de profundizar en la metodologia de esta técnica, es importante entender los principios

fisicos detréas de la generacion de calor por parte de las particulas utilizadas.
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El superparamagnetismo se produce cuando la reduccion en el tamafio de las particulas
provoca un cambio aleatorio en la direccion de magnetizacién entre dos estados estables,
incluso sin un campo magnético externo. Sin embargo, bajo un campo alterno, las
nanoparticulas actian como paramagnetos monodomio con mayor susceptibilidad
magnética. La aplicacion de un campo alterno hace que las particulas oscilen entre los dos
estados, causando pérdida en la histéresis y generacion de calor. El proceso que lleva a la
generacion de calor a través de la conversion de energia fue descrito por Néel. Segun el
mecanismo de relajacion de Néel, se libera energia cuando el dipolo magnético de la
particula oscila entre las dos orientaciones estables dentro de un campo magnético.
Mientras que el mecanismo de relajacion de Brown tiene en cuenta la colisién y la rotacién
aleatoria de las particulas bajo el campo magnético alterno [89].

Consideremos un conjunto de particulas magnéticas que estan bajo la accién de un campo
magnético alterno (uoH,,q,) de frecuencia f. El calor liberado por las particulas, denotado
como SAR, estd dado como el producto de f por el area del ciclo de histéresis. Se debe
tener en cuenta que dicha area no solo refleja la pérdida de energia debido a la generacion
de calor, sino también la pérdida de histéresis. En la literatura existe un debate sobre esta
cuestion, ya que no existe un Unico método para describir la histéresis. De hecho, el calculo
del area del ciclo de histéresis depende de diversos parametros. Aunque hay varios
modelos tedricos para determinar el area, la eleccion depende de la magnitud de la
anisotropia, la frecuencia del campo externo, la temperatura, el tamafio de las particulas,
etc. Por lo cual, el modelo mas adecuado dependera del rango de valores que tengan los
factores anteriores. Los modelos més conocidos incluyen las funciones de equilibrio, el
modelo de Stoner-Wohlfarth, el modelo de particulas monodominio uniaxiales en un campo
magnético y la teoria de respuesta lineal. Cada uno de estos modelos se basa en diferentes
consideraciones y son validos bajo ciertas circunstancias.
El modelo Stoner-Wohlfarth es una de las teorias més utilizadas cuando la anisotropia de
las particulas es pequefia, mientras que la teoria de respuesta lineal es la otra teoria véalida
para valores grandes de K.

El modelo de histéresis de Stoner-Wohlfarth (1948) o modelo de rotacion coherente,
considera agitaciones térmicas para obtener la dependencia temporal de la magnetizacion
M(t) de un sistema ordenado de nanoparticulas magnéticas idénticas y no interactuantes,
de volumen V, anisotropia constante y magnetizacion de saturacion Ms, cuyos ejes de
anisotropia estan alineados con un campo externo Ho, se puede descomponer en dos

términos: la energia de anisotropia Ex y la energia de Zeeman Ex [90]. El modelo considera
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esferoides elipsoidales con un momento permanente m = MsV y un eje de magnetizacion
preferencial (eje facil) a lo largo del cual la energia de anisotropia E, = KV sin? [§] es

minima, donde § es el &ngulo entre my el eje facil (Figura 12). La energia del sistema esta

dada como
E=E,+E, (11)
= KV sin? 6 — uMsVCos6 (12)
HA
,QCD\B
o
7
M
7
7
X

Figura 12 Representacién del modelo una nanoparticula magnética [90].

Eje facil

Figura 13 Representacion esquematica de una particula monodominio uniaxial.

A continuacion, se describird de manera muy breve las bases de las teorias mencionadas.
En el modelo de nanoparticulas ferromagnéticas uniaxiales en un campo magnético externo

(uoH,), se considera una particula de volumen V con una magnetizacion espontanea Mg y
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anisotropia magnétocristalina. La energia magnética de las MNPs bajo la accion del campo

externo tiene una energia dada como

EOD) _ 5 sin?g — ¢ cos(60 — ¢) -
kpT

donde 6 es el angulo entre el eje facil y el vector de magnetizacion, ¢ es el angulo entre el

campo magnético y el eje facil (Figura 13), y los pardmetros adimensionales ¢ = Keffv/kBT y

= “oMsVHmax/kBT. La magnetizacion es modelada como magneto gigante con un momento

magnético p = MgV con anisotropia uniaxial efectiva K. En particular, la ecuacion de
energia magnética tiene un minimo cuando el campo uyH, es mas grande que el campo de

anisotropia poHyg = 2K.q/M; [91].

La teoria de respuesta lineal fue un primer intento de aproximar el area del ciclo de

histéresis, fue introducido por Rosensweig [83]. En el analisis se supone que el sistema de

eiitidanain | ! esingle-domain state ! o single-domain state
state i eferromagnetic regime ! e superparamagnetic regime

i | «———— macrospin approximation —
——_ |incoherent | ‘
reversal |

coherent reversal

k<07 ag&1 x> 16 Volume

7 Stoner-Wohifarth model 7/
based theories
(HoHa>1-2 pgH)

Equilibrium
functions

. Linear response
~,,  theory (&<1)

Coercive field

Volume

Figura 14 Régimen de validez de los modelos de las funciones de equilibrio, Stoner-Wobhlfarth, particulas

monodominio uniaxiales en un campo magnético y la teoria de respuesta lineal [91].

particulas monodominio no interactan entre si y tienen un tiempo de relajacion dado por
Néel-Brown, siendo éste la Unica fuente de disipacion en las MNPs. La suposicién principal
de esta teoria es que el sistema magnético responde de manera lineal al campo magnético,

y Su magnetizacion esta dada como
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M(t) = yH(t) (14)

donde y es la susceptibilidad compleja, la cual no depende del valor del campo aplicado,

se considera que es constante a través de la amplitud del campo aplicado, y estd dada

como
x=x—-ix" (15)
donde
1 _ Xo
X = 1+(wTR)? (16)
rnm _  XoWTR _
x' = Tt w = 2nf. (17)

En la teoria, y, representa la susceptibilidad estatica y 7z es el tiempo que le toma al
sistema regresar a su estado de equilibrio después de estar bajo el campo magnético un
tiempo corto. Este modelo implica que los campos magnéticos aplicados deben de ser
menores en relacion con la anisotropia magnetocristalina de las particulas y la frecuencia

f, es decir, el modelo es valido cuando se cumple la condicion & < 1 (
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Figura 14), Y se consideran pequefias deformaciones en la barrera entre los dos estados de
equilibrio, es decir, cuando ugH, < uoHy [92] para la validez del tiempo t [79]. Finalmente,

la potencia de disipacion es

P = fAU (18)

P = pomy"fHE (19)

Por lo tanto, la ecuacién no lineal para la disipacion de la potencia de pérdida especifica
esta dada como [83]

2 2
SLP (Ho, f) = xomH3tto —o 2

@nf?p)? (20)

Si se cumple la aproximacién de LRT, el valor SLP se espera que tenga una dependencia
cuadratica con respecto a H, Para evaluar las desviaciones de LRT, se ha definido el
parametro ¢ como la potencia en SLP < H?, y un valor de ¢ =2 indica que se encuentra en
el régimen de LRT [88].

En una revision de los métodos utilizados para determinar la generacion de calor en
nanoparticulas para hipertermia magnética, se observé que los articulos que emplearon
métodos calorimétricos para medir el SLP presentaron una mayor cantidad de
publicaciones en comparacion con los métodos magnéticos tedricos [93].

La cuantificacion de la energia térmica liberada por las nanoparticulas magnéticas en
hipertermia se puede obtener midiendo la tasa de absorcién especifica (SAR) o la potencia
de pérdida especifica (SLP). En una configuracion adiabatica que no permita la
transferencia de calor de las nanoparticulas magnéticas hacia su entorno, el valor SLP se

puede expresar como:

P

SLP = (21)

myps
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donde P define la potencia térmica disipada y myps la masa del material magnético. Los
métodos calorimétricos utilizados para determinar el valor SLP pueden verse afectados por
diversos factores, como la evolucion de la temperatura de la muestra, las propiedades
térmicas de la muestra y el sistema, y las caracteristicas de las nanoparticulas magnéticas
[93].

Los métodos calorimétricos utilizados para determinar el valor SLP pueden verse afectados
por diversos factores, como la evolucion de la temperatura de la muestra, las propiedades
térmicas de la muestra y el sistema, y las caracteristicas de las nanoparticulas magnéticas,
la ubicacién espacial (¥) y la potencia térmica por unidad de volumen (P/V), que se expresa

como

oT(#t) _

- k-V2T(#t)+PJV (22)

donde p son la densidad de masa, ¢ el calor especifico (J/g - K) y k la conductividad térmica
de la muestra (en W/m *K), considerada homogénea al interior de la muestra. Para resolver
la ecuacion de la temperatura en una muestra, se necesitan condiciones de frontera tanto
para la muestra como para su entorno. En los modelos térmicos, se asume que no hay
gradientes de temperatura dentro de la muestra y que las condiciones son isoperibélicas
ideales, lo que significa que la temperatura de la muestra puede cambiar, pero la
temperatura de su entorno permanece constante [93]. La mayoria de los métodos
calorimétricos que se basan en la curva de calentamiento para evaluar la potencia
especifica de pérdida de las nanoparticulas magnéticas consideran que la pérdida de calor

depende linealmente de la diferencia de temperatura entre la muestra y su entorno [94].

Teniendo en cuenta estas suposiciones, el aumento de temperatura se puede describir

como:

C =P —LAT, conAT =t — t, 23)

la capacidad calorifica C se define como la suma de la capacidad calorifica (c;) de cada

parte de la muestra (m;), es decir, C =) c;m; L es la constante que cuantifica la
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proporcionalidad que hay entre la temperatura y las pérdidas. La solucién a la ecuacién

diferencial anterior es

T(t) =ty + AT (1 —exp ( —E)) (24)

donde ¢, es la temperatura a t=0, AT, = P/Ly T =CIL.
La medicién del calor también depende de la capacidad para mantener las condiciones

necesarias para el sistema y asegurar que sean reproducibles.

A continuacion, se describen los métodos analiticos utilizados para estimar el valor de la
potencia especifica de pérdida en la hipertermia. El método de la pendiente inicial es uno
de los mas comunmente empleados, mientras que el método del maximo de la derivada es
menos utilizado.
Método de la pendiente inicial o Initial-slope

El método de la pendiente inicial, también conocido como Initial-slope, es valido al
comienzo del proceso para calcular el valor SLP. Este método trata de aproximar el valor
de la pendiente al inicio del calentamiento y se basa en dos premisas: (i) la temperatura de
la muestra es uniforme durante la aplicacion del campo AC y aumenta linealmente, y (i) la
pérdida de calor al inicio del proceso es despreciable en un intervalo de tiempo corto (10-
20 segundos) [95]. Durante este tiempo se garantiza que el sistema esté en condiciones

adiabaticas, es decir, sin transferencia de calor con el entorno [96].

Considerando lo anterior, la derivada de la Teniendo en cuenta estas suposiciones, el

aumento de temperatura se puede describir como:

C % = P — LAT, con AT = t-t0 (23, indica que el

calor es
proporcional a la tasa de cambio de la temperatura, de manera que la ecuacién queda

como:
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SLP = MmypCNp+MCY (A_T) (25)
myp At/ max

donde Cy Cnp son las capacidades calorificas del solvente y las MNPs, respectivamente,
y miy myp SON sus respectivas masas. El término AT/At es la tasa de calentamiento de la
muestra medido en los primeros segundos, aunque algunos consideran hasta los primeros

60 s de la exposicion al AMF.

Maximo de la derivada

SLP cuantifica la capacidad de las MNP para convertir la energia de un campo magnético
alterno (AMF) en calor. Para muestras de coloides magnéticos con masa de MNPs (myp)
dispersos en un portador liquido (m;), el valor SLP se calcula utilizando la relacién

calorimétrica:

SLP = Mpcnptmuc (ﬂ) (26)
myp At/ jmax

en la que cyp Y crepresentan las capacidades calorificas especificas de las MNPs y del
portador liquido, respectivamente. Para concentraciones de MNPs inferiores a =7-9

mg/mL, el término mypcyp + m;c; puede aproximarse a my;c;. La expresion entre
paréntesis representa la velocidad de calentamiento del sistema, que se evalGa en la
pendiente maxima. Los valores de SLP se obtuvieron a partir de la derivacion de la curva
T(t), utilizando el criterio del maximo de la derivada dT/dt, y empleando la concentracién de
la muestra como ¢ = myp/V,;, donde V; y §; son el volumen y la densidad del soporte
liquido, como sigue:
sup = G041
¢ dt max

El término dT/dt se obtiene a partir de los primeros segundos del incremento inicial de la
temperatura [56], para aproximar las condiciones experimentales a un entorno cuasi-
adiabético [57].
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Capitulo 4

Descripcion de equipos

4.1 Difraccion de Rayos-X (XRD)

La difraccion de rayos X en polvo fue realizada en el departamento de Fisica del
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV) en la Unidad de
Zacatenco, utilizando un equipo Siemens D5000 X-ray diffractometer. Este equipo cuenta
con un difractébmetro que contiene una fuente de radiaciéon de cobre (Cu Ka) con una

longitud de onda de 1.5406 A operando a 35 kV y una corriente de 25 mA.
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La difraccion de rayos X en polvo (XRD) es una técnica ampliamente utilizada para la
caracterizacion de materiales cristalinos. Esta técnica permite determinar los parametros
de red, la presencia de diferentes fases cristalogréficas y el tamafio promedio de los
cristalitos. El principio basico de la difraccion de rayos X se basa en la ley de Bragg, que
establece que las reflexiones observadas en los patrones de difraccién son resultado de la
interferencia constructiva de los rayos X incidentes con la red cristalina. La ley de Bragg se
puede expresar como nA=2d sinf, donde A es la longitud de onda del haz de rayos X (0.5-
2.4 A), d es el espacio interplanar en la red cristalina, 8 es el angulo de incidencia del haz
respecto al plano de la red cristalina (0o &ngulo de Bragg) y n es el nimero entero que
describe el orden de la difraccion. La Figura 15 ilustra el funcionamiento de la difraccion de
rayos X, donde se observa que los haces que forman un angulo de Bragg con el haz

incidente son los que se difractan y producen un pico sefial en el patrén de difraccion.

_2dsinf

L J

Para Figura 15 llustracion de la ley de Bragg en la difraccién de rayos X

llevar a cabo una difraccion de rayos X, se necesita un equipo experimental que permita
medir la intensidad de los haces dispersados como funcion del angulo incidente. La
configuracion del equipo consta de una fuente generadora de rayos X y un detector, los
cuales estan ubicados en una geometria de reflexion a un angulo y una distancia conocidos

de la muestra. La
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Figura 16 muestra una representacion de la configuracion del equipo.

El detector de rayos X utilizado en un difractometro de polvo puede ser un contador Geiger
o de centelleo y permite variar el angulo 20 para recoger los datos de la difraccion. Cuando
los &ngulos dispersados cumplen la condicion de la ley de Bragg, se forma un pico en el
patron de difraccion. Este patrén es utilizado para determinar informacion sobre la
estructura cristalina del material, como los pardmetros de red, la presencia de diferentes
fases cristalogréficas y el tamafio promedio de los cristalitos.

Figura 16 Representacion de un difractémetro de rayos X.

La XRD también puede utilizarse para estimar el tamafio promedio de los cristalitos en un
material. Esto se logra a través de la ecuacion de Paul Scherrer, que relaciona el tamafio
promedio (T) con la longitud de onda (A) de la fuente de rayos X, el angulo de Bragg (6) y B
la anchura a media altura (FDWH) del pico (medido en radianes). El calculo se realiza a

partir de la ecuacion de Scherrer

_ KA
- B cos@

(27)

El factor de forma (K) es un valor constante con valores entre 0.8-1.39 (usualmente cercano
a la unidad). En este caso se usO K=0.95 debido a que las nanoparticulas son
semiesféricas. El espectro de XRD se midi6é en un rango de angulos 26 de 20 a 80 grados.
Para calcular el tamafio promedio de los cristalitos a partir de los datos obtenidos, se utilizd

la ecuacién de Scherrer.
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4.2 Espectroscopia Ultravioleta (UV-vis)

La técnica de espectroscopia UV-vis es ampliamente utilizada para analizar las
propiedades Opticas de muestras liquidas. La muestra es expuesta a un haz de luz y se
mide y cuantifica la bolt y dispersién de la luz por la muestra. El equipo puede emitir
diferentes longitudes de onda y medir la absorcién de la muestra por la luz. La muestra se
coloca entre la fuente de luz y el detector fotografico para medir la intensidad del haz UV-
vis antes y después de pasar através de la muestra. Las moléculas presentes en la muestra
pueden absorber diferentes longitudes de onda. Si la absorcién se encuentra en la region
ultravioleta (200-400 nm) o visible (400-800 nm) del espectro electromagnético, es posible
determinar las longitudes de onda que son absorbidas por el compuesto mediante el uso
de un espectrofotometro UV-Vis.

La técnica de espectroscopia UV-Vis es utilizada para determinar la concentracion de
compuestos en una muestra liquida. La luz monocromética es enfocada a través de una
rejilla y su intensidad inicial (o) llega a la muestra, la cual absorbe una cantidad de luz
dependiendo de su concentracion (Figura 17). La luz restante (I) es luego medida por un
detector. La relacion entre |, y | se conoce como absorbancia (A) y permite estimar la
concentracion de la muestra. Al graficar la absorbancia contra la longitud de onda, se puede
obtener el espectro de absorcion de un compuesto especifico [97]. El espectrofotometro
UV-1280 — Shimadzu fue empleado en el trabajo en el Instituto de Nanociencia y materiales

de Aragon.
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Figura 17 Configuracion de un espectrofotémetro UV-Vis.
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4.3 Espectrocopia Fotoelectronica de Rayos X
(XPS)

La Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS, por sus siglas en inglés) es
una técnica de andlisis de superficies que utiliza la energia de los rayos X para excitar a los
electrones en la superficie de una muestra y analizar su composicién quimica. La técnica
de espectroscopia XPS fue llevada a cabo con el equipo AXIS Supra*. Este método es
efectivo para realizar analisis quimicos, determinar los estados de oxidacion y los grupos
funcionales en muestras en polvo. La técnica funciona al incidir un haz de rayos X en la
superficie de la muestra, lo que provoca la emision de electrones de los niveles internos de
la muestra. Estos electrones emitidos son acelerados por un campo eléctrico y luego son
energizados por un haz secundario de rayos X antes de ser direccionados hacia un detector,
donde se mide su energia. La energia de los electrones emitidos depende de la
composicion quimica de la superficie de la muestra y de la profundidad a la que se
encuentran los electrones emitidos. La energia cinética de los electrones, Ex, se determina
a partir de la energia de la radiacion X, hv, y la energia de enlace, E,, mediante la relacion
dada como:

E, =hv—E, —E,, (28)

En la configuracion del equipo espectrometro, la funcion de trabajo del equipo (E,,) es una
medida de la energia minima necesaria para liberar un electron de la muestra. El equipo
incluye una fuente de rayos X, un detector de electrones y un analizador de energia para
fotoelectrones (Figura 18). Para que los dltimos dos dispositivos puedan funcionar, la
muestra debe ser colocada en una camara de alto vacio. El analizador de energia se
encarga de analizar la energia de los fotoelectrones. La Espectroscopia XPS es una técnica
no destructiva que no altera la superficie de la muestra durante el andlisis. Esta técnica es
atil para caracterizar la superficie de una amplia variedad de materiales, incluyendo
metales, polimeros, compuestos cerdmicos y materiales organicos. Ademas, puede ser

utilizada para estudiar la estructura y la composicion de las interfaces y capas delgadas.
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Figura 18 Configuracion de un equipo XPS.

4.4 Microscopia electronica de transmision (TEM)

La Microscopia Electrénica de Transmision (TEM, por sus siglas en inglés) es una
técnica altamente versatil que se utiliza para analizar la morfologia, el tamafio, la estructura
cristalinay la composicion de diferentes materiales. A diferencia de los microscopios 6pticos
convencionales, que utilizan luz visible para ampliar las imagenes, el microscopio TEM
utiliza un haz de electrones para producir imagenes detalladas de la muestra en estudio.
Esta técnica permite caracterizar materiales a nivel nanométrico y atémico, lo que
proporciona una comprension mas profunda de su estructura y comportamiento [98].
Ademas, la microscopia electronica de transmision es una herramienta valiosa en diversas

aplicaciones en areas como la de materiales, la biologia, la electronica, entre otras.

El equipo de TEM funciona mediante el uso de un haz de electrones generados por un
filamento o por una punta de emision de campo, que es enfocado por medio de lentes
electromagnéticas hacia una muestra extremadamente delgada. La muestra debe ser lo
suficientemente fina para permitir la transmision del haz de electrones, es decir, su espesor
debe ser menor a 100 nm. La radiacion ionizante, que se utiliza en la microscopia
electronica de transmision, tiene la capacidad de remover los electrones de las capas
internas de los nucleos atomicos de la muestra, lo que produce una amplia gama de sefales

secundarias que son Utiles para el andlisis estructural y composicional de la muestra. Estas
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sefales secundarias son de diferentes energias y proporcionan una amplia gama de

informacién sobre la muestra en estudio, como se muestra en la Figura 19 [98].

La fuente de radiacidn se encuentra en la parte superior de una columna formada por tres
conjuntos de lentes: las lentes condensadoras, las lentes objetivo y las lentes proyectoras.
Estas lentes son esenciales para el funcionamiento de un microscopio TEM.

Las lentes condensadoras tienen como funcion enfocar el haz de electrones primario sobre
la muestra que se desea observar. Una vez que los electrones han pasado a través de la
muestra, se recogen y se enfocan con las lentes objetivo. La imagen real, magnificada, es
entonces proyectada por las lentes proyectoras en el dispositivo de vision ubicado en la
parte inferior de la columna de lentes.

Estas lentes trabajan juntas para permitir la obtencion de imagenes detalladas de la
estructura y composicion de los materiales. La columna de lentes es un componente
esencial de los microscopios electrénicos de transmisién y su correcto funcionamiento es

esencial para obtener resultados precisos y confiables (Figura 20
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Figura 19 Sefiales obtenidas por el bombardeo del haz electrénico sobre una muestra.
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Figura 20 Componentes de un microscopio electronico de transmision

4.5 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM),

Microscopia de Fuerza Magnética (MFM)

El Microscopio de Fuerza Atomica (AFM) es una herramienta de gran utilidad que
permite el analisis de superficies de peliculas delgadas. Su funcionamiento es capaz de
realizar mediciones en tiempo real tanto en ambiente normal como en alto vacio. Su
capacidad de proporcionar imagenes de alta resolucion a escala nanométrica, lo hace ideal
para una amplia gama de aplicaciones, desde imagenes a escala micrométrica hasta sub-

nanométrica.

El principio de funcionamiento del AFM se basa en la interaccién de una fuerza mecénica
de una punta de longitud nanométrica en un cantiléver con la superficie de la muestra
(Figura 21). Este nivel de interaccion estd controlado por un sistema que monitorea los
desplazamientos tanto de la punta como de la muestra. El sistema consta de un haz laser
gue incide sobre el cantiléver y su deflexion Optica permite medir las interacciones de fuerza.
El desplazamiento de la muestra se controla con precision mediante la deformacion precisa
de los cristales piezoeléctricos o piezo-escaneres ubicados en el soporte de la muestra y el

cantiléver.
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La microscopia AFM cuenta con tres modos de operacion principales: contacto, ho-contacto
y tapping o intermitente. En el modo de contacto, la punta esta en contacto constante con
la superficie de la muestra, mientras que en el modo de no-contacto, la punta se mantiene
ligeramente alejada de la superficie durante el barrido. En el modo de tapping, el cantiléver
toca la superficie de forma intermitente. Esto permite una amplia variedad de

photo ¢laser
detector ¢ piezo transducer (CH)
4 -
. J -7 |
o ? 4= Y
* Y el oy
S ’ ey .
& 3
“\ I’ c,ﬂ“ =SS . ‘
lock-in amp 7 Sazanl
< "
— Q

piezo transducer (S) EYRVAV,

function generator

Figura 21 Esquema de los componentes del microscopio de fuerza atémica.

aplicaciones, como la medicion de la topografia y la rugosidad superficial, la caracterizacion
de la dureza y elasticidad de la muestra, y la deteccion de defectos de superficie, entre

otros.

MFM

La Microscopia de Fuerza Magnética (Magnetic Force Microscopy, MFM) es una
técnica utilizada para el andlisis de superficies de muestras. En este método, una punta
magnética se aproxima a la superficie de la muestra y se ve influenciada por las
interacciones magnetostaticas locales en la superficie (Figura 22). Estas interacciones

determinan el movimiento vertical de la punta durante el escaneo de la superficie.

La MFM permite la creacion de imagenes detalladas a escala nanométrica de la superficie
de la muestra a través del escaneo de las interacciones entre el campo electrostatico y la
superficie de la muestra. Se espera que las muestras presenten dominios de diferentes
formas y orientaciones debido a su comportamiento magnético. La presencia de anisotropia
y un plano perpendicular conduce a la formacién de lineas cuasi-paralelas, debido al
acoplamiento de los dipolos atémicos en una direccion preferencial en cada dominio
[99,100].
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Esta técnica es ampliamente utilizada en la investigacion de materiales y la ingenieria
electronica para comprender la nanoescala estructura y propiedades de los materiales, y

para desarrollar nuevas aplicaciones en una variedad de industrias.
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Figura 22 Principios esquematicos de la microscopia de fuerza magnética [101].

4.6 Espectroscopia Infrarroja por Transformada
de Fourier (FTIR)

La Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) se utiliza para
analizar la composicién quimica y detectar grupos funcionales en polvos y coloides. Se mide
la absorcion de radiacion infrarroja por las moléculas de la muestra, y la respuesta se
observa en modos de vibracién especificos en un rango de longitudes de onda del espectro
infrarrojo (400-4000 cm?), que son caracteristicos de la masa de los atomos y la fuerza de
los enlaces quimicos en las moléculas [102]. La vibracién arménica Gnica de cada molécula
es como su huella digital. La absorcién de la estructura molecular y sus grupos funcionales
en el rango infrarrojo es reproducible. Los modos normales de vibracién se presentan como
bandas en el espectro de transmitancia y se asocian con enlaces quimicos. Las variaciones
en la amplitud y ancho de las bandas pueden indicar cambios en la creacién o rotura de

enlaces durante un proceso.

El equipo FTIR consta de una fuente luminosa que emite radiacion en todo el rango
infrarrojo. El haz colimado se dirige hacia un divisor del haz, el cual separa la luz en dos
haces. Luego, los dos haces son reconducidos por el interferometro para que se
recombinen y produzcan un patrén de interferencia que es medido por el detector (Figura
23). Esta informacion se utliza para determinar la estructura, composicion y

funcionalizacién de las muestras sintetizadas.
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Figura 23 Representacién de un espectrémetro por transformada de Fourier.

4.7 Microscopia Electronica de Barrido de Doble
Haz (SEM-FIB)

La técnica de Microscopia Electronica de Barrido con Haz Iénico Focalizado (SEM-
FIB) es una técnica combinada que integra dos dispositivos en un solo equipo: el
microscopio electronico de barrido (SEM) y el haz de iones enfocados (FIB). La muestra se
coloca en el punto de convergencia de ambos haces, con el haz FIB situado a un angulo

de 52° con respecto a la columna del microscopio.

El SEM es un dispositivo que analiza una muestra mediante el escaneo con un haz de
electrones en vacio sobre la superficie de la muestra. La columna del equipo consta de una
fuente de electrones, un sistema 6ptico, un sistema de vacio y electronico (Figura 24). El
haz de electrones es enfocado con un sistema de lentes y pasa por bobinas de escaneo y
una lente objetiva que refleja el haz horizontal y verticalmente, escaneando asi la superficie

de la muestra linea por linea.

Las interacciones entre el haz de iones enfocado y la muestra permiten realizar procesos
de corte y deposicion en la muestra. La eliminacion selectiva de la muestra mediante el FIB
permite la realizacion de cortes transversales y secciones finas de la muestra para su

analisis en el SEM. Ademas, la deposicion de materiales mediante el FIB permite la creacion
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de estructuras en la muestray la realizacion de mediciones de conductividad en dispositivos

electrénicos.

A diferencia del microscopio electrénico de transmisién (TEM), en el SEM los electrones
interactian con la superficie de la muestra, lo que permite utilizar voltajes en el rango de 2-

50 kV, y alcanzar una resolucion de 0.6 nm a 5 kV.

La técnica SEM-FIB permite realizar estudios en HRTEM, analizar la composicién quimica
de una muestra y cortar estructuras biolégicas para ensamblar su estructura 3D. Ademas,
se pueden realizar analisis de alta resoluciébn de materiales y hacer cortes transversales

precisos para estudiar la estructura interna de las muestras.
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Figura 24 Principio de funcionamiento de un microscopio FIB/SEM. (b) Se realiza el escaneo mltiple
del haz de iones sobre la superficie objetivo para una eliminacion gradual del material. (c) El haz de
iones se usa para depositar moléculas liberadas de una aguja de inyeccion de gas en la superficie

de la muestra [169].




Capitulo 5

Materiales y métodos

5.1 Materiales

Los reactivos empleados para la sintesis fueron el Hidréxido de sodio (NaOH, grado
reactivo 298%), acido clorhidrico (HCI) al 37% de pureza, Acido nitrico, cloruro de hierro
tetrahidratado (FeCl; - 4H,0, pureza, p.a., 2 99%), cloruro de hierro hexahidratado (FeCls -
6H.0, grado reactivo, = 98%), Sulfato de hierro (ll) heptahidratado FeSO4-7H.0, (grado

reactivo, 299%), y Sulfato de zinc heptahidratado, adquiridos en Sigma Aldrich, Co.

Los frutos de Punica granatum, vitis vinifera y Vaccinium corymbosum se adquirieron de
mercados locales en México y en Espafia. Para los procedimientos se empleé agua

desionizada y agua milliQ.
5.1.a Materiales para la viabilidad celular

Las fuentes de los productos quimicos fueron: dimetilsulfoxido (DMSO) (Cat. D2650;
pureza del 100%), MTT y NR de Sigma Chemical Co; medios RPMI-1640 y DMEM, FBS,
fitohe-maglutinina, aminoacidos no esenciales (100 mM), L-glutamina, piruvato sodico,
antibidtico-antimicético de Invitrogen-Gibco. Otros reactivos se obtuvieron de J.T. Baker,

Inc, segun se indica.
5.2 Preparacion de los extractos naturales

La preparacion de estos extractos depende del método de sintesis y de la materia
vegetal utilizada. En la mayoria de los casos, se realiza un secado de la materia para

obtener una mayor concentracion de antioxidantes y polifenoles.

En este estudio, se empled el extracto del fruto completo. Los frutos fueron lavados varias
veces con agua desionizada y luego se trituraron para obtener 20 mL de jugo. El jugo fue

filtrado para evitar cualquier residuo y se mantuvo a temperatura ambiente para su posterior
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uso. Cada uno de los frutos utilizados fue lavado con agua milliQ y luego triturado
completamente en una licuadora comercial. El extracto resultante se liofilizé y almaceno a

4°C para su posterior medicién en el equipo de infrarrojo.
5.3 Determinacion de los grupos funcionales

Los grupos funcionales presentes en los frutos y las nanoparticulas en polvo ZnsFes.
xQ4, se determinaron por la Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier mediante
una reflexion total atenuada (ATR) en el equipo Perkin Elmer 1000. Las mediciones se

llevaron a cabo en el rango de 4000 a 650 a cm™, con una resolucién de 2 cm™.

5.4 Medicion de la potencia especifica de pérdida
(SLP)

Para evaluar la eficiencia del calor producido por las nanoparticulas en funcién de
la intensidad y la frecuencia del campo magnético aplicado.

Los experimentos de calorimetria se llevaron a cabo en un equipo aplicador de
campo magnético comercial (Figura 25), y se realizaron por triplicado en 1 mL de solucién

de las nanoparticulas magnéticas.

Los valores SLP se miden utilizando un aplicador comercial (D5 de nB nanoscale
Biomagnetics, Espafia). Los experimentos se realizaron dentro de un rango de intensidades
de campo magnético, con valores comprendidos entre 14.9 y 28.9 kA/m, a una frecuencia
fija de 764 kHz. La temperatura se midi6 in situ utilizando un sensor de fibra 6ptica. Durante
los experimentos se utilizé agua Milli-Q como portador liquido. Antes de cada medicion, la

concentracion del fluido magnético se ajust6 a aproximadamente a 5 mg/mL.
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Nanoparticulas Fes.xOa

En un vial de rosca para cromatografia de 2 mL se prepar6 una soluciéon con 5 mg
de las nanoparticulas en 1 mL de agua milliQ. La solucidn se sonicé por unos segundos
para que las particulas se dispersaran. A continuacion, se realizé la medicion del SLP en el
equipo aplicador de campo magnético comercial Dm100 a un campo de 300 Gauss y 570
kHz.

Ferritas ZnxFesxOa4

La medicion del calor producido por las nanoparticulas se realizé6 en agua milliQ,
para esto, en un vial de 2 mL se adicion6 1 mL de solucién de nanoparticulas, y se lavaron
3 veces con agua milliQ. Luego de esto, en el equipo aplicador de campo magnético

comercial DM-5 se realiz6 la medicion a diferentes campos.

5.5 Determinacion del contenido de hierro en los

coloides magnéticos

Se llevaron a cabo experimentos para evaluar la eficiencia del calentamiento de la
suspension magnética de ZnsFesxO4 en una solucion de concentracion desconocida de
hierro, por lo cual se realizé una cuantificacion del hierro mediante espectroscopia UV-vis.
En cada vial de solucion de las nanoparticulas magnéticas se adicionaron 500 pL de &cido
nitrico (65 %, HNO3) y 500 pL de acido clorhidrico (6M) y se dejaron por 2 h hasta ser
digeridas para asegurar que los iones fueron oxidados a Fe*". Luego, se enrazé la solucién

a 10 mL completando con acido clorhidrico 6M. Para la medicion de la absorbancia se
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tomaron 10 uL de la solucién final de las particulas digeridas, 500 uL de tiocianato de
potasio KSCN 1.5 My 490 uL de HCL 6M en una cubeta de cuarzo. La adicién de tiocianato
de potasio a la solucién de Fe®** formé un complejo de hierro-tiocianato, que tiene una
absorbancia a una longitud de onda de 478 nm. Las absorbancias medidas se utilizaron
para determinar la concentracion de hierro comparando con la curva de calibracién (Figura

26).
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Figura 26 Curva de calibracion del hierro obtenida en el equipo UV-1280 — Shimadzu.

5.6 Caracterizacion de propiedades fisicas de
MNPs

5.6.a EDS SEM

La microscopia SEM se utilizd para determinar la cantidad de zinc en las
nanoparticulas ZnsFes;.xO4 mediante un andlisis elemental Para ello, se realiz6 EDS SEM
para determinar el porcentaje de zinc en cada muestra (con aproximadamente 5, 10 y 20 %
de zinc). Se colocé en un sustrato una gota de la muestra de ZnsFes.xO4 y se dejé secar por
24 h. Las mediciones y toma de imégenes se realizaron en el equipo SEM-Quanta FEG-
250, ESEM del Laboratorio de Microscopias Avanzadas (LMA) en el Instituto de
Nanociencia y Materiales de Aragon (INMA), Universidad de Zaragoza, a una magnificacion
de 4000x y a una energia de 20 kV. Cada medicion se realiz6 por triplicado y se tomg el

promedio de los resultados para determinar el contenido de hierro y zinc en cada muestra.
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5.6.b TEM

Los detalles de la morfologia y las caracteristicas estructurales de las nanoparticulas
fueron obtenidos mediante el microscopio electrénico de transmision. Para ello, se tomaron
10 uL de la solucién de las muestras de la ferrita con zinc, se suspendieron en 15 mL de
agua milliQ y se aplicd una gota de la suspensién en una rejilla de cobre Lacey 179.
Después de dejarla secar durante 24 horas, se obtuvieron imagenes TEM de las muestras
de magnetita y zinc utilizando el microscopio de cafidn de emision de campo TECNAI F30
(empresa FEI) en el INMA, Espafia, que opera a un voltaje de aceleracion de 300 kV. Las
observaciones de las nanoparticulas de magnetita se realizaron en el microscopio
electronico de transmisién (TEM) JEOL, JEM2010, a 200 keV del CINVESTAV-IPN. El
tamafio de las particulas se determiné a partir de los histogramas de tamafos obtenidos al
medir 150 particulas. Ademas, se obtuvieron patrones de difraccién por area selecta de
electrones (SAED).

5.6.c AFM-MFM

Las caracteristicas topolégicas determinadas mediante AFM permiten determinar el
tamafio de las particulas, mientras que la formacion de dominios magnéticos es
caracterizada mediante MFM. Para las muestras en polvo (PG-NP, VV-NP y VC-NP), se
utilizé aproximadamente 0.1 g de muestra para formar una pelicula delgada utilizando una
prensa mecanica. La pelicula se colocé sobre el soporte del equipo con la ayuda de una
pinza de teflén. Las mediciones de AFM y MFM se llevaron a cabo con un Lift de 50 ym y

un spot de 5 um. Las imagenes fueron procesadas en el software Gwydeon.

Para las muestras Zn20, Zn20-U y Zn20-G, se tomé una cantidad de 20 uL de cada muestra
y se diluy6é en 1 mL de agua MilliQ. Luego se tomé una gota de la dilucién correspondiente
y se dejé caer en un portaobjetos. Los portaobjetos se mantuvieron en un ambiente de vacio

durante 24 horas para que se secaran.

5.7 Cultivo celular

La linea celular humana que utilizamos fue K562 (leucemia mieldgena cronica,
ATCC), la primera linea celular de leucemia mielégena humana inmortalizada, derivada de

una paciente de 53 afios de edad en crisis blastica.
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La linea celular humana K562 (leucemia mielégena crénica, ATCC) se cultivd en medio
RPMI suplementado con un 10% de FBS, un 1% de aminoacidos no esenciales (100 mM),
un 1% de L-glutamina (100 mM) y un 1% de antibidtico-antimicotico (100x) en una camara
humidificada a 37 °C y un 5% de CO2. Para los ensayos de viabilidad celular, las células
se resuspendieron en medio fresco y se sembraron 3 x 10 células en placas de 96 pocillos
y se incubaron durante 24 h.

Se prepararon soluciones stock y diluciones seriadas de nanoparticulas no recubiertas
(NPsD), nanoparticulas recubiertas con extracto de Punica granatum (PG-NP),
nanoparticulas recubiertas con extracto de Vaccinium corymbosum (VC-NP) o
nanoparticulas recubiertas con extracto de Vitis vinifera (VV-NP) a 0, 12.5, 25, 50 y 100
png/mL se prepararon en medio RPMI utilizando un procesador ultrasénico (GEX 130 PB)
durante 30 segundos (130 vatios, 20 kHz con un 40% de amplitud) y se prepararon extractos
frescos de P. granatum (PG), V. corymbosum (VC) o V. vinifera (VV) en medio RPMI y se

hicieron diluciones seriadas a 0, 12.5, 25, 50 y 100 pl/mL excepto el extracto de VC que

estaba en ug/mL.

5.8 Ensayos de viabilidad celular

Se afadieron inmediatamente diluciones seriadas de NPsD o PG-NP, VC-NP o VV-
NP (previamente sonicadas) y extractos de PG, VC o VV a los cultivos celulares y se
incubaron durante un total de 48 h. Para determinar la viabilidad celular mediante
biotransformacion de MTT en formazan, se afiadieron 20 ul de MTT (5 mg/mL en PBS; 137
mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10.1 mM Na;HPO4, 1.8 mM KH;PO., pH 7.4) a los pocillos y se
incubaron durante 3 h. A continuacion, se deseché el medio y se lavaron las placas con
PBS. Los cristales de formacina se disolvieron con DMSO (100 pL/pocillo) y la absorbancia

se determiné con un espectrofotometro (Multiskan FC, Thermo scientific) a 492 nm.

Para determinar la viabilidad mediante el ensayo de NRu, se afiadieron 25 pl de solucion
de NR (0.34 mg/mL en PBS, pH 6) a los pocillos y se incubaron durante 3 h. A continuacion,
se desechd el medio y las células se lavaron dos veces con PBS. Se afiadieron 100 L de
una solucién acida (agua/etanol/acido acético 49:50:1 v/v/v) para disolver el NR dentro de

las células y se determiné la absorbancia a 540 nm.
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Los valores obtenidos en ambos ensayos se compararon con el valor de control, que se
consider6 como el 100% de la viabilidad celular. La concentracion inhibitoria al 50% de la
viabilidad (IC50) se determind utilizando la Calculadora IC50 (AAT Bioquest, Inc. (2023, 10
de julio). Calculadora de IC50 Quest Graph™, AAT Bioquest.
https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator).

Los datos se presentan como la media = desviacion estandar de tres experimentos
independientes por triplicado. Los datos se consideraron significativos cuando los valores
de p fueron < 0.05 mediante la prueba t de Student.
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Capitulo 6

Sintesis y tratamientos

6.1. Métodos de sintesis de MFe;O4

Hay diversos métodos desarrollados para la sintesis de nanoparticulas de ferrita
MFe;04, como dry y wet-milling, coprecipitacion, sol-gel, microemulsion, deposicion laser
pulsada, electrodeposicion, reaccion térmica en estado sdlido, enfoque de cavitacién
ultrasonica y sonoquimica. En general, se pueden obtener nanoestructuras a través de dos
metodologias de fabricacion: fisicas y quimicas. En los métodos fisicos, se divide un
material de tamafio nanométrico a partir del mismo material en bulto, lo que puede resultar
en nanoestructuras sin un control total de caracteristicas como el tamafio y la forma. En
contraste, los métodos quimicos proporcionan un mayor control sobre el tamafio y la forma
de las nanoestructuras sintetizadas, ya que se basan en el acomodo de los ndcleos

atomicos hasta el tamafio nanométrico.

En este trabajo, las nanoparticulas de ferrita FesO4 y ZnFe»O4 se sintetizaron mediante los
métodos de coprecipitacién y sonoquimica, respectivamente. Para la sintesis de ZnFe;0a,

se utilizaron sulfatos de hierro y zinc.

6.1.a Sintesis por coprecipitacion

El método de coprecipitacion es uno de los procedimientos mas usados en la sintesis
de las nanoparticulas, en particular de las nanoparticulas FesO, [103]. Esta técnica es
sencilla y econdmica, por lo que se utiliza ampliamente en la sintesis de nanoparticulas y
una variedad de materiales, incluyendo metales, metales de transicion y 6xidos. Sin
embargo, las nanoparticulas producidas mediante esta técnica pueden tener una
distribucion heterogénea en cuanto a su tamafio.

En este método, las nanoparticulas se pueden sintetizar a partir de sales y polifenoles, los
cuales reaccionan para formar un precipitado de nanoparticulas de metal. El tamafio y la
forma de las nanoparticulas se pueden controlar ajustando las condiciones de reaccion,

como la concentracion de los reactivos y el pH. Es importante destacar que el control del
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pH es un factor crucial durante la sintesis [104]. Aungue el pH requerido puede alcanzarse
mediante la biosintesis o por la adicion de una base.

La sintesis de nanoparticulas de magnetita se puede lograr utilizando sales de hierro, como
cloruros, nitratos y sulfatos. En este método, el éxito de la reaccion esté en satisfacer la
proporcién de iones Fe?* y Fe3* (1:2), como se describe a continuacion:

2 Fe*" + Fe?*+OH ———— Fe30,+ H,0

La sintesis de nanoparticulas de magnetita puede llevarse a cabo mediante varios métodos,
cada uno con diferentes condiciones. El método ideal dependera de las caracteristicas que
se requieran en las particulas, como su tamafio, forma, composicién y carga. En este
sentido, es posible realizar variaciones en las particulas mediante la modificacién de los

compuestos y las condiciones de la reaccién [105,106].

En el presente trabajo, se sintetizaron nanoparticulas FesOs mediante el método de
coprecipitacion con ciertas modificaciones [107,108]. En la sintesis se emplearon sales de
cloruro de hierro (ll) (FeCl,) y cloruro de hierro (lll) (FeCls), asi como extractos de Punica

granatum, Vitis vinifera, y Vaccinium corymbosum.

6.1.b Mecanismo de formacion de la biosintesis.

La biosintesis de nanoparticulas con polifenoles es un proceso en el cual se utilizan
ciertos microorganismos, como bacterias y hongos, para producir nanoparticulas a partir de
polifenoles naturales. Las nanoparticulas obtenidas a travées de la biosintesis con
polifenoles, generalmente de tamafio nano, tienen una alta estabilidad y biocompatibilidad.
Los polifenoles son fitoquimicos con atributos antioxidantes/reductores que permiten
mediar en la reduccién de varias sales a sus correspondientes nanoparticulas. También,
estas biomoléculas contienen una serie de metabolitos solubles en agua. El uso de
fitoquimicos como agentes de recubrimiento/estabilizacion podria para disminuir los efectos
secundarios y aumentar la biocompatibilidad de nanoparticulas inorganicas para
aplicaciones biomédicas. Las condiciones de reaccion como temperatura, concentracion de
precursores de hierro, la cantidad de extracto vegetal, la duracién de la reaccion, el tipo de
moléculas del extracto de polifenoles y el pH influyen en las propiedades fisicoquimicas de
las nanoparticulas [97], [109], [110].

Las nanoparticulas de FesO4 se forman a partir de una relacién molar de (Fe**: Fe?*) 2:1 en

sales de hidroéxido férrico e hidroxido ferroso en solucidon acuosa. La reaccion
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Fe 2"+ 2Fe®+ 80H — Fe3 O, + 4H, O

en condiciones de saturacion de pH 10-14, lo que confina la formacién de las
nanoparticulas. Para el recubrimiento, los polifenoles contienen enlaces hidroxilo (-OH) o
carboxilo (-COOH) en su configuracién elemental, los cuales se acoplan en forma covalente
a los iones de hierro (Figura 27). Esto se genera a través de la quelaciéon de Fe®**-OH y Fe®*-
OH; o en otros casos con Fe*-COOH y Fe?- COOH en la superficie de nanoparticulas
FesO,4 [111].

tirring [ Polyphenol
Poyphenol + H,0 ) + 2Fe3* + Fe?* stirring vp ]

2Fe3%: Fe?t

Polyphenol Polyphenol
———-| + 80H,
2Fe3+: Fe2+] (@) Fes0,

Ademas, se trata de una estrategia alternativa para afiadir enlazadores -OH o -COOH

4H,0

disponibles sobre la superficie de las nanoestructuras de FezO4. Considerando, que los
MNPs pueden ser el portador y, las propiedades de los polifenoles contribuyen a las
formulaciones adicionales como nanotransportadores.

/ G »
el ‘&.

or

Figura 27 Representacion esquematica de los polifenoles en la cubierta
organica de las MNPs@polifenoles.
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6.1.c Sintesis de las NPs mediante el método de coprecipitacion

Durante la sintesis, se controld cuidadosamente la temperatura para asegurar que los
didmetros de las nanoparticulas estuvieran dentro del rango de 10-30 nm. El método
utilizado para la biosintesis es ecolégico, mas econémico y eficiente en comparacion con

otros métodos de sintesis.

Para llevar a cabo la sintesis, se preparé una solucién en un vaso de precipitados que
contenia 54 mL de agua destilada y 10 mL de acido clorhidrico, que se burbuje6 con gas
nitrdgeno durante 30 minutos. Luego, se agregaron las sales de FeCls (6.996 g) y FeCl,
(2.52 g) a los vasos de precipitados con 25 mL y 6.25 mL de la soluciéon anterior,
respectivamente, y se agitaron a 500 rpm durante 30 minutos

A continuacion, se tomaron 2.5 mL de la solucion de FeCl,-4H,0 y 10 mL de la solucién de
FeCls-6H,0 y se agregaron a un vaso de precipitados de 3 cuellos con una atmdésfera de
nitrégeno. La mezcla se mantuvo en agitacion constante a 150 rpm y a una temperatura de
70-80 °C durante 15 minutos. Por separado, se prepard una solucion de NaOH (7 M) en 20
mL de agua desionizada y se colocé en agitaciébn magnética a 500 rpm durante 5 minutos.
Después, se agreg6 la solucién de NaOH al vaso de 3 cuellos gota a gota para ajustar el
pH a 12. La solucién adquirié6 una coloracién marrén oscuro. Después de 5 minutos de
agitacion, se agreg6 el extracto acuoso por goteo y se dejé en agitacion durante 20 minutos
mas. Luego, la mezcla se dejé enfriar a temperatura ambiente y las nanoparticulas se
obtuvieron por decantacibn magnética. Los precipitados obtenidos se lavaron con una
mezcla (en partes iguales) de agua desionizada y etanol, y sometieron a un proceso de
sonicacion durante 5 minutos antes de dejarlos decantar para eliminar el exceso de base
organica. Este procedimiento se repitié en tres ocasiones, y posteriormente, los precipitados
se lavaron dos veces con agua desionizada solamente. Al final del lavado, el pH medido
fue de 7. Los precipitados negros fueron liofilizados y el polvo obtenido se almacené para
su posterior analisis (Figura 28). La respuesta magnética se verificd utilizando un iman
(Figura 29).
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Figura 29 Respuesta magnética de las nanoparticulas sintetizadas.

6.2 Método de sonoquimica

La sonoquimica es un método para sintetizar nanoparticulas a través de la
aplicacion de ondas de sonido o ultrasonidos en un rango de frecuencia de 20 — 2000 KHz
[112]. La energia mecéanica generada por las ondas de sonido (de hasta 13 eV) genera la
formacion de pequefias burbujas que causan las condiciones requeridas para la interaccion
de la materia. Esta energia se transfiere a las moléculas en la solucién precursora, lo que
las excita y agita, provocando la formacién de nanoparticulas a través de mecanismos como
la nucleacién y crecimiento, la aglomeracion y la fragmentacion.

La técnica utiliza un dispositivo transductor de ultrasonidos que emite ondas de sonido de
alta frecuencia y amplitud, sumergido en una solucién que contiene los precursores
guimicos de las nanoparticulas deseadas. La solucibn se somete a un proceso de

irradiacion con las ondas de sonido, lo que causa su excitacion y agitacion.

El tamafio y la forma de las nanoparticulas pueden ser controladas mediante la variacion

de la frecuencia y la amplitud de las ondas de sonido, asi como la concentracion de los
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reactivos y el tiempo de reacciéon. La sonoquimica es un método muy versatil que permite

la sintesis de una amplia variedad de materiales con diferentes propiedades.

6.2.a Mecanismo de formacion

En la formacion de las nanoparticulas de ferrita ZnFe>O,, diversos precursores
guimicos pueden participar, como las sales de sulfato de hierro (FeSQ.), cloruros de hierro,
hidréxidos de hierro (Fe(CO).) y pentacarbonilo de hierro (Fe(CO)s). Sin embargo, el sulfato
de hierro ha demostrado ser el precursor mas efectivo para el control de algunas
propiedades de las nanoparticulas, asi como de su morfologia.

Durante la sintesis de estas nanoparticulas se emplean bases como el hidréxido de sodio
o el sulfato de amonio para saturar los aniones durante la formacién de las particulas.
La reaccion del sulfato de hierro va como
FeS0, » Fe?* + (50,)*
donde la oxidacion del ion ferroso se propone como
Fe?* + H,0, - 2Fe3* + (OH)~
Fe?* + 2Fe3t + 80H™ - Fe;0, + 4H,0
6.2.b Sintesis sonoquimica

Se sintetiz6 ferrita de hierro con zinc utilizando el método de sonoquimica. Se
prepararon soluciones de sales con una concentracién de 45mM, y se adiciond zinc en
proporciones del 5%, 10% y 20%. Las sales se agregaron a un reactor de vidrio de
borosilicato con capacidad de 100 mL junto con 90 mL de agua milliQ. Se irradié la solucion
con el equipo Vibra-cell VCX 130 durante 10 minutos a 130 W para alcanzar una
temperatura de 50-52 °C, lo que permite el intercambio i6nico. Se utilizé una punta Ti-6A1-
4V de 6 mm y una potencia de ~3.6 W/cm2. Se emplearon los valores nominales en el
equipo (130 W, 20 kHz).

Después de 10 minutos de irradiacién, se agregé una solucion de NaOH con una
concentracion de 2 mM y 0.8 gr disueltos en 10 mL de agua milliQ al reactor. EI cambio en
la coloracién a un tono café oscuro indico la formacion de nanoparticulas. El reactor se
mantuvo en irradiacion durante 10 minutos adicionales para permitir el crecimiento de las
nanoparticulas. Luego de apagar el equipo de irradiacion, se enfriaron las soluciones de las
particulas agregandolas a un vaso de precipitado de 500 mL con 300 mL de agua milliQ.
Se realizaron 5 lavados con agua milliQ, precipitando las nanoparticulas con un iméan. El

proceso de lavado se repitid 5 veces hasta obtener un sobrenadante claro y un pH de 7 en
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la solucion. Las muestras se suspendieron en agua milliQ y se identificaron como Zn5-NP,
Zn10-NP y Zn20-NP. Las muestras se conservaron en tubos cénicos de centrifuga de 50
mL a 4 °C para su uso posterior

6.2.c Funcionalizacion de las ferritas ZnxFeszxOa4

La funcionalizacién de las nanoparticulas sintetizadas por medio de la técnica de
sonoquimica se llevd a cabo como parte de otro procedimiento. En un frasco de vidrio de
borosilicato con capacidad de 100 mL, se agregaron 25 mL de la suspensién acuosa de las
nanoparticulas (a una concentracidon aproximada de 8.5 mg/mL) y se afiadié un agitador
magnético. El coloide magnético se agit6 magnéticamente a 1250 rpm hasta alcanzar una
temperatura de 85 °C, momento en que se logré una temperatura estable. Posteriormente,
se adicionaron 800 pL del extracto organico por medio de goteo y se cerro el frasco (ver
Figura 30). Las condiciones se mantuvieron durante toda la noche y después se apago el
equipo. El sistema se dejé enfriar y decantar, y por separacion magnética se removié el
sobrenadante. A continuacién, se lavaron las nanoparticulas una vez con agua milliQ. La
disolucion final de las nanoparticulas se conservé en 25 mL de agua milliQ. ElI mismo
procedimiento se realiz6 en la funcionalizacién con los extractos de uva y granada.
Mediante estos procedimientos se obtuvieron las muestras ZU y ZG, correspondientes a

las nanoparticulas recubiertas con uva y granada.

recubierta

Figura 30 Representacién esquemaética del proceso de sintesis y funcionalizacién de las ferritas
ZnXFeg.xO4_



Capitulo 7
Resultados MNPs@polifenoles.

7.1 Caracterizacion fisicoquimica y estructural
7.1.a XRD

Los MNPs@polifenoles sintetizados con extractos organicos de Vitis vinifera,
Vaccinium corymbosum y Punica granatum, se identificaron como VV-NP (linea negra), VC-
NP (linea azul) y PG-NP (linea roja), respectivamente. La identificacién de estructura FCC
de las MNPs y recubrimiento polifendlico fue permitido mediante XRD, Figura 31. Los
principales planos de difraccion correspondieron a la estructura cubica de espinela inversa
de Fe30, (tarjeta JCPDS n.° 19-0629), con un parametro de red de 8.396 A, del grupo
espacial Fd3m (227). Los MNPs@polifenoles mostraron seis picos de ancho caracteristico
intenso asociados al tamafio nanométrico de las particulas, con efectos de dispersién en
los valores 26 de 30.19°, 35.45°, 43.23°, 53.72°, 57.39° y 62.76°, correspondientes a los
planos cristalogréaficos (220), (311), (400), (422), (511) y (440), respectivamente [20]. Se
observé que el patrén de VV-NP tiene un pico de difraccion débil a los 53°, que podria
deberse a la formacién de una fase amorfa que recubre los MNPs@polifenoles como
resultado de la oxidacion parcial de los iones Fe? y la distorsion de la red
(evw=0.046835967, €vc=0.042566305, €pc=0.042210834 para VV-NP, VC-NP y PG-NP,
respectivamente). Por otro lado, el pico agudo de PG-NP a ~27° podria deberse a una
secuela de la presencia de potasio en el extracto de Punica granatum [113]. El tamafio
cristalino de las MNPs@polifenoles sintetizados <d> se puede estimar mediante la ecuacién
de Scherrer, que indica una relacion entre el ensanchamiento de los picos de difraccion de

rayos X y el tamafo cristalino y el ajuste de la funcién de perfil en PseudoVoigt en FWHM=f

(u, v, w).
kA 29
- LCos6

€= étan 0 30
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donde d es el tamafio cristalino promedio, k=0,95 es la constante de forma, A es la longitud
de onda de CuKa, S es la anchura total a la mitad de la altura del pico mas intenso (FWHM)
y 6 es el &ngulo de Bragg. La estimacién del tamafio promedio para cada muestra se definié
como 7.34 £ 0.06 nm, 8.09 + 0.10 nm y 8.15 + 0.09 nm para VV-NP, VC-NP y PG-NP,
respectivamente. Y sus parametros de red son aw=8.368, avc=8.362 y aps=8.357 A,
respectivamente. Esta distorsion de red se identific6 mediante el pequefio desplazamiento
de los picos difractados que estaban asociados a la oxidacion de la superficie de las NPs y
la pequefa transformacion de Fes04 a y-Fe2Os en la superficie de MNPs@polifenoles
producida durante la sintesis y manipulacién de las muestras. La oxidacion superficial de la
magnetita conduce a una espinela deficiente en cationes por distorsion de la estructura de
Fe?" a Fe®" asociada a rangos de ferrita de magnetita (x =0) a maghemita (x =1/3) seguln la

formula [Fe3*|a[Fe®" 1-sFe*1.2x0x]s04 en la cual O representa las vacancias [114].

Intensity (a. u.)

20 (°)

Figura 31 Patrones de difraccion de rayos X de MNPs@ polifenoles sintetizados con extractos de V. vinifera (VV-
NP, linea negra), V. corymbosum (VC-NP, linea azul) y P. granatum (PG-NP, linea roja). Los picos estaban en

concordancia con los planos cristalograficos (220), (311), (400), (422), (511) y (440) de magnetita (tarjeta JCPDS
no. 19-0629).

7.1.b TEM

Se observoé la distribucion del tamafio de particula y la morfologia cuasi-esférica por
TEM, como se muestra en la Figura 32. Ademas, se identificO una capa delgada de
recubrimiento de polifenoles, con un espesor aproximado de 1.5 nm, rodeando el nucleo de
Fes0.. Para determinar el histograma de la distribucion del tamafio de particula, se contaron

100 MNPs@polifenoles mediante el uso del software ImageJ y OriginPro. Los resultados
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indicaron que el tamafio promedio de particula fue de 7.79 + 1.63 nm, 8.66 £ 1.37 nmy 8.8
+ 1.7 nm para VV-NP, VC-NP y PG-NP, respectivamente. La ecuacion de Scherrer permitio
verificar que el tamafio de los cristalitos sintetizados coincidia con los resultados obtenidos
a través del TEM, donde se observaron los tamafios de particula mas pequefios. Ademas,
el patrén de difraccion de electrones de area seleccionada (SAED) mostré los planos de
difraccion (220), (311), (400), (422), (511) y (440), y las distancias interatobmicas observadas
coincidieron con los resultados estructurales obtenidos por XRD. Los anillos de difraccion
claramente definidos se correspondian con los planos de magnetita, mientras que los anillos
de dispersion superpuestos indicaban la contribucion de los polifenoles.
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Figura 32 Micrografias TEM de VV-NP (a-d), VC-NP (e-h) y PG-NP (i-l). Estas muestran la formacién de un
aglomerado, la morfologia cuasi esférica de los MNPs@polifenoles, los patrones SAED y el histograma del

tamafo de particula, respectivamente.

En la Figura 32, se puede apreciar la fotografia de microscopia electrénica de transmision

de alta resolucién (HR-TEM) que muestra los planos de la red, lo que indica una buena y
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regular cristalinidad de las MNPs@polifenoles. El calculo del espaciado interplanar (dvc =

2.54 A) correspondié al plano (311), lo que confirmé la cristalinidad de las

MNPs@polifenoles [115,116].

Tabla 1 Tamafio de particula de VV-NP, VC-NP y PG-NP estimado a partir de XRD y TEM. El parametro de red

y sus respectivos errores y distorsion calculados a partir de XRD y la carta JCPDS no. 19-0629.

MNPs a(A) error (%) € (a u.) Dxrp ¢rgy  Porcentaje de m%
\AY 8.368 0.003 0.046835967 7.34+0.06 7.79%+1.63 18.14
VC 8.362 0.004 0.042566305 8.09+0.10 8.66%1.37 15.96
PG 8.357 0.004 0.042210834 8.15+0.09 8.8x1.7 16.11

Figura 32 El patron de difraccién electronica de
VC-NP usando imagenes de HR-TEM.
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Figura 34 Espectros de FTIR de VV-NP (linea negra), VC-
NP (linea azul) y PG-NP (linea roja). Se identifico el pico
caracteristico de Fez04 a 576 cm-1 en las tres muestras,

incluyendo algunos grupos funcionales.
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7.2 Caracterizacion guimica

7.2.aFTIR

Se llevo a cabo un andlisis FTIR con el objetivo de identificar los grupos funcionales
que se unen a la superficie de las MNPs@polifenoles, y también se tomaron en cuenta las
contribuciones de éxido de hierro. En la Figura34 se pueden observar los espectros IR de
VV-NP y PG-NP, en los cuales se observa un pico fuerte alrededor de los 576 cm?, el cual
corresponde a las vibraciones debidas al estiramiento de la banda metal-oxigeno Fe-O
intrinseca en los sitios tetraédricos. La presencia de esta banda confirma que la fase
presente en las MNPs@polifenoles sintetizados fue Fesz04 [117]. En comparacion, en el
espectro de VC-NP se observa un doblete a 576 y 658 cm™, lo que indica una posible

oxidacion en la superficie de las MNPs@polifenoles.

Se identific6 una banda caracteristica alrededor de los 3410 cm™, la cual proviene de la
vibracion de estiramiento O-H, lo que podria indicar la formacién de enlaces de hidrogeno
entre los polifenoles [118]. Segun andlisis FTIR previos, se sugiere que el grupo -OH estuvo
involucrado en la reduccion de los iones de Fe y en la formacién de las MNPs@polifenoles.
El pico alrededor de los 1636 cm™ se atribuy6 a la vibracién de estiramiento asimétrico C=0
de los carboxilatos (-COOH). En [119], se atribuye el pico detectado en 1625 cm™ a grupos
hidroxilo fendlicos (-OH), y de manera similar en [118], los autores asocian el pico a la
presencia de polifenoles, lo que se esperaria como consecuencia de los polifenoles en el
recubrimiento de las MNPs@polifenoles. Segun [120], la banda de transmisién a 1632 cm-
! se divide en dos picos cercanos correspondientes a los grupos -OH y C=0. Ademas, el
pico de transmision observado en 1390 cm™ podria ser el resultado de la vibracién de
estiramiento C-OH [118]. Se asoci6 con la vibracion asimétrica de estiramiento C-O de los
grupos -COOH [117]. Por lo tanto, esto indicaria la presencia de enlaces de polifenoles en
la superficie de las MNPs@polifenoles, como se esperaria de la presencia de enlaces -OH

en la estructura quimica de los extractos utilizados.

La banda de transmisiéon a 1029 cm? se atribuyé a los grupos de estiramiento acido C-O,
correspondiente al rango de 1000-1350 cm™ [119]. Este pico también se atribuyé a

alcoholes, acidos carboxilicos, ésteres y éteres [113]. En VC-NP, los modos a 803 y 888
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cm?® podrian originarse a partir de las vibraciones C-O-C. Mientras que el pico de
transmision observado alrededor de los 803 cm™ se atribuy6 al modo de estiramiento C-C
[113,120]. La consecuencia de los resultados de FTIR es que las vibraciones de
estiramiento de los polifenoles indican que los extractos se recubrieron con éxito en la

superficie de las MNPs@polifenoles sintetizados.

7.2.b XPS

Las muestras de polvo se investigaron mediante espectroscopia de fotoelectrones
de rayos X para analizar la composicién quimica superficial de las MNPs@polifenoles,
incluyendo la interaccion oxigeno-hierro y el efecto de los polifenoles sobre las MNPs. Las
firmas de nivel de nucleo y de banda de valencia de XPS se analizaron con el software
CasaXPS. Todos los espectros se corrigieron mediante la sustraccion de fondo Shirley. Se
ha descrito que el hierro presenta una compleja divisiébn de multipletes como consecuencia
de electrones d no apareados [121]. En consecuencia, se tuvo en cuenta una estructura de
multipletes para el Fe 2p; por ejemplo, para la fotoemisién Fe 2ps, de la Figura 35a, se
realizd una deconvolucién espectral utilizando siete dobletes asociados a diferentes
estados de oxidacion (multiplete de 709 a 714 eV), estructuras superficiales de alta energia
de enlace (715 eV), "prepicos" de baja energia de enlace (708 eV) y picos satélite (718 eV).
Para las contribuciones de Fe 2pi2 se utilizaron consideraciones similares. Los prepicos se
han propuesto para considerar la formacién de iones Fe con un estado de oxidacion inferior
a 2+ y 3+ debido a la presencia de defectos en sitios vecinos [122]. Para llevar a cabo un
proceso de deconvolucién adecuado, se consideraron la relacion de area pico a pico, la
separacion de energia de los dobletes y la FWHM, tal y como se informa en otro lugar [123].
Con respecto a la relacion de area pico a pico, para cada doblete Fe 2p se encontré un
valor cercano a 0.5, de acuerdo con la condicién 2J + 1, donde J es el nimero cuantico
para el momento angular total [124]. Los picos de fotoemisidn del nivel del nucleo del Fe 2p
se muestran en las Figuras 35 a-c. Para las muestras VV-NP, VC-NP, y PG-NP, los
componentes Fe 2ps.y Fe 2p1, de menor BE del multiplete se encontraron a 710.50 y
724.10 eV, respectivamente [125]. Los pequefios picos a 718.88 (VV-NP, Figura 35a),
718.98 (VC-NP, Figura 35b) y 719.19 eV (PG-NP, Figura 35c) estaban relacionados con
una ligera oxidacion superficial correspondiente a un pico satélite de Fe 2ps, debido a la
presencia de Fe3*y Fe?* [114]. Se ha afirmado que la fase -Fe>O3 muestra rasgos satélites
visibles, mientras que estas sefiales caracteristicas desaparecen para el FesO, [126]. En

nuestro caso, los resultados de XPS y XRD implican que ambas fases estan mezcladas en
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las muestras sintetizadas. En general, la posicion de todos los picos estaba en buen
acuerdo con los resultados reportados anteriormente, con un pequefio desplazamiento de
A =0.20 eV hacia BEs més altas, en comparacién con los valores reportados para los picos
de magnetita [122].

En las Figuras 35d-f se muestran los espectros de nivel de nucleo de O 1s para las muestras
VV-NP, VC-NP y PG-NP, respectivamente. Para cada muestra se encontraron tres picos.
El pico con la energia de enlace mas baja se mantuvo casi constante en aproximadamente
530.0 eV, con la sefial de la muestra PG-NP centrada en una energia ligeramente superior
(530.13 eV). Este pico se ha relacionado con los enlaces metal-oxigeno (Fe-O) [127]. El
segundo pico, relacionado con los enlaces Fe-OH, aparecié a 531.20 eV para las muestras
VV-NP y VC-NP, y a una energia mas alta (532.47 eV) para la muestra PG-NP [127]. El
tercer pico mostrdé cambios en su posicion dependiendo de la muestra, es decir, para VV-
NP se encontré a 532.42 eV, mientras que para VC-NP se revel6 a 532.49 eV, y a 532.92
eV para PG-NP. Este pico se ha asociado con las capas organicas adsorbidas en las
muestras (C-OH/C-0O-C) [127]. Las diferencias en las energias de enlace de los dos ultimos
picos pueden estar asociadas a cambios en el entorno quimico debido al recubrimiento del

polifenol.

El espectro de C 1s a nivel de ndcleo fue deconvuelto para MNPs@polifenoles, como se
muestra en las Figuras 35 g-i. Se encontraron tres picos en cada espectro. El pico con las
energias de enlace mas bajas, es decir, 284.82, 284.97 y 284.84 eV para VV-NP, VC-NP y
PG-NP, respectivamente, surgié como consecuencia de los enlaces C=C, C-H formados
por la exposicién al aire de las muestras. Ademas, el pico medio situado en 285.90 eV para
VV-NP, 286.25 eV para VC-NP, y 286.27 eV para PG-NP, esta de acuerdo con los valores
reportados en trabajos previos para nanoparticulas de Fe;O4 cubiertas con capas organicas
[123]. Ademas, las sefales situadas a las energias mas altas se asignaron a enlaces C-N,
C-OH u O-C=0, que aparecieron respectivamente a 288.52, 289.03 y 288.47 eV para las
muestras VV-NP, VC-NP y PG-NP.

Dado que se consideraron algunas diferencias entre la magnetita y la maghemita en su
estructura electronica, un andlisis cuidadoso de la regién de la banda de valencia permite
hacer esta diferenciacion. Los espectros XPS VB se muestran en la Figura 36, donde estas
bandas estan formadas por dos picos localizados a 4.0 y 6.5 eV. Estas sefiales se han
identificado respectivamente con los orbitales 2p non-bonding (r) y bonding (o) del

oxigeno. Ademas, el méximo de la banda de valencia se obtuvo a partir de una
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extrapolacion lineal de la regién de baja energia del orbital O 2p. Los valores determinados
fueron 1.13, 1.29 y 1.43 eV para las muestras VV-NP, VC-NP y PG-NP, respectivamente.
Se observé un pequefio hombro en las tres muestras alrededor de 1,5-0 eV, que se asocio
con una configuracion octaédrica Fe?* presente en la magnetita [126,128]. La concentracion
elemental cuantificada por XPS se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2 Concentracion atémica en MNPs@polifenoles.

Muestra Fe (%) O (%) C (%)
VV-NP 29.81 47.16 23.03
VC-NP 30.21 49.48 20.31
PG-NP 23.72 40.74 35.54
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Figura 35 Espectros XPS de (a-c) Fe 2p, (d-f) O 1s, y (g-i) C 1s de niveles centrales para VV-NP, VC-NP, y PG-

NP, respectivamente.
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Figura 36 Espectros de bandas de valencia de VV-NP (simbolos negros), VC-NP (simbolos rojos) y PG-NP
(simbolos azules). Se han afiadido los fondos de Shirley. Las extrapolaciones lineales indican el VBM de cada

muestra.

7.3 Caracterizacion magnética

La topografia se midié utilizando el modo de Microscopia de Fuerza Atbmica (AFM),
mientras que la Microscopia de Fuerza Magnética (MFM) se utilizé para observar las
propiedades de interaccién del dominio magnético, incluyendo la topologia y el tamafio de
particula. Se analizé la topografia y los perfiles de la muestra VC-NP en la Figura37. En
primer lugar, se realiz6 una imagen de topografia 2D, en la que se pueden observar las
MNPs@polifenoles como una dispersion de las MNPs@polifenoles sintetizadas. Se
formaron aglomerados con forma redondeada debido a la preparacion del pellet, como se
muestra en la Figura 37(a). El tamafio de la VC-NP se estimé utilizando el perfil de
topografia, lo que indica que el tamafio de la nanoparticula de aproximadamente 13 nm,
como se muestra en la Figura 37 (b).

Dado el tamafio de las particulas, se esperaba que el comportamiento magnético de las
MNPs@polifenoles fuera similar al de las particulas monodominio. Con el fin de verificar el
comportamiento magnético de los MNPs@polifenoles, se aplicaron condiciones de campo
magnético en forma de condiciones iniciales (H=0) para alcanzar un estado de
magnetizacion en saturacion y finalmente desmagnetizacion.

Un acercamiento del estado de saturacion (Figura 38 a-b) muestra dos regiones donde los
dominios magnéticos estan bajo la accion del campo magnético H=5 kOe. Como resultado,
algunos de los espines se alinearon y la mayoria de los dominios estaban orientados a 90°.

El perfil (Figura 38 c) muestra la direccion de los espines y revela un comportamiento
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uniaxial. Las lineas de flujo alrededor de los dominios magnéticos tenian una longitud

aproximada de 2,7 nm.

Las imagenes 3D (Figura 39) muestran la secuencia de imagenes de la topografia y del
modo de fase en modo elevacion en z (lift high). Se observaron algunas diferencias en la
topologia justo antes del estado de saturacién, se formaron pequefios aglomerados

redondos nuevamente en la forma inicial descargada.

Por lo tanto, las MNPs@polifenoles poseen la capacidad de volver a sus condiciones
iniciales después de la aplicacion del campo magnético. Cuando se alcanzo la condicion de
saturacion, la mayoria de los espines estaban orientados en la misma direccion que el
campo magnético. Ademas, se observo la alineacion de las lineas de campo magnético de
los dominios individuales y el ensamblaje en la direccién del campo magnético aplicado.
Después de eso, bajo un estado desmagnetizado (H=0), hubo un desorden de dominio,
pero se mantuvo la respuesta magnética alineada. Segun las imagenes y perfiles de MFM

obtenidos bajo la variacion en la distancia entre la punta y la muestra, los dominios

magnéticos tienen una anisotropia uniaxial.

(@)

Figura 37 Topografia 2D AFM-MFM (a) y perfil de tamafio de VC-NP (b).
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Figura 40 (a) Resultado del ensayo MTT y (b) ensayo de absorcion de NRu.

Para determinar el efecto de las nanoparticulas recubiertas y desnudas, asi como de los
extractos naturales, en la viabilidad de las células en cultivo, se realizaron pruebas MTT y
NR. Se utilizaron dos ensayos diferentes porque el método de ensayo MTT puede estimar
la actividad metabdlica de las células, lo que indica las células vivas al monitorear la
actividad mitocondrial, mientras que el método de captacién de rojo neutral informa sobre
la actividad de los lisosomas. Ambos ensayos se realizaron con la linea celular K562. La
toxicidad en la linea celular se cuantifico utilizando diferentes concentraciones (12.5, 25, 50
y 100 pli/mL y 125, 25, 50 y 100 pg/mL para extractos y MNPs@polifenoles,
respectivamente). La Figura 40 (a) muestra el resultado del ensayo MTT: la exposicion de
nanoparticulas a células K562 no mostro efecto alguno sobre la viabilidad celular por ningin
método. Para eliminar el efecto de los extractos sobre la viabilidad celular, también se
probaron estos ultimos. La exposicion solo a los extractos mostré efectos significativos
sobre la viabilidad celular, con el extracto de Vaccinium corymbosum siendo
significativamente citotdxico para la linea celular. Se observé una reduccion de la actividad

mitocondrial en las concentraciones de exposicidon mas altas.

El ensayo de captacion NR se muestra en la Figura 40 (b). Se puede observar que los

extractos de orujo y Vaccinium corymbosum mostraron la mayor sensibilidad, induciendo
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una respuesta de estrés en las células ya que aumentaron la actividad lisosomal en los
cultivos celulares. Como resultado, el extracto de Vaccinium corymbosum y el extracto de
Punica Granatum pueden inducir actividad apoptoética [129,130]. Dado que las
nanoparticulas podrian interferir con la absorcién de luz en la longitud de onda MTT, podria
haber dudas, lo que llevaria a una sobreestimacion de la viabilidad [131]. Por esta razon,
también se realizd el ensayo de captacion NR para respaldar los resultados del ensayo
MTT.
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Capitulo 8

Resultados Propiedades magnéticas

v estructurales de |a ferrita ZnyFes O,

El dopaje de las ferritas usando iones de transicibn metélicos es un intento de
mejorar las propiedades fisicoquimicas. En particular, la estructura magnética puede ser
alterada por la redistribucion de los iones de hierro en los sitios de Ay B.

De acuerdo con lo mencionado en la seccion 3.1, algunas ferritas de la forma MFe2O4, con
M un ion metdlico de transicion divalente, son ferrimagnéticas. En el caso de la ferrita
ZnFe;04, el material es antiferromagnético de estructura de espinela cubica normal FCC
con una parametro de red a=8.431 A y una anisotropia k = 10 — 20 kJ/m?, donde los iones
Zn?* y Fe®" se ubican principalmente en los sitios tetraedral y octaedral, respectivamente, y
cuya formula es (Zn*")a[Fe*" ,]s04, aunque debido a los efectos de redistribucion de los
iones en los sitios intersticiales, su formula podria modificarse como
(Zn2t Fe3™)[Zn2*Fe3t,]50,, donde x es el parametro de inversion. Cada ion Zn en A esta
rodeado por cuatro aniones de oxigeno, mientras que el ion Fe en B lo esta por seis. La
estructura de espinela pertenece al grupo espacial Fd3m [132].

El material en bulk tiene un comportamiento antiferromagnético con una temperatura Néel
de T=10 °K y una estructura completamente normal, con los iones de zinc en los sitios Ay
los iones de hierro en los sitios B. El origen de su comportamiento se debe al acoplamiento
antiferromagnético de los iones de hierro en los sitios octaedrales. Sin embargo, en
nanoparticulas hay caracteristicas de un ferromagneto, que puede deberse a la migracion
parcial de los iones Zn?* a los sitios octaédricos [77]. Los valores reportados de saturacién
de magnetizacion M estan en un rango, M;~12 — 88 emu/g, que estan altamente ligados al

método de sintesis de las nanoparticulas.
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8.1 Caracterizaciones fisicoquimicas

8.1.1 Potencial Z

La carga superficial de las nanoparticulas Zn.Fes.Os desnudas (Z20-NP) y
funcionalizadas con extracto de uva (ZU) y granada (ZG), se determin6 con ayuda de la
medicion del potencial Z. Las medidas se llevaron a cabo a temperatura ambiente (~25 °C)
en el equipo Zetasizer Nanoseries ZS90 de Malvern Panalytical. Se vio que el potencial Z
de todas las muestras de NPs fue negativo, -14.82 + 3.99, -18.03 £ 0.29y -21.22 + 1.29 mV
para Z20-NP, ZU y ZG, respectivamente. El potencial Z altamente negativo de los
resultados, podria ser causado por la presencia de grupos hidroxilo (-OH) en los extractos
y la formaciéon de enlaces Fe-O en las nanoparticulas de FesO, [133]. Esta repulsion
electrostéatica, debida a la carga negativa, proporcioné una estabilidad coloidal efectiva a

pH neutro del sistema [134].

8.1.2 Microscopia por transmision electronica

La morfologia y estructura cristalina de las NPs fue investigada a través de la
Microscopia de transmision electrénica mediante micrografias de diferentes areas de la
rejilla de cobre. Las imagenes de las muestras Z20-NP, ZU y ZG se analizaron en el
programa GATAN Digital Micrograph, para determinar su tamafio y morfologia. Se observo
gue todas las NPs tenian una forma redondeada, como se puede ver en las imagenes
Figura 41-42. También, en las muestras ZU y ZG (Figura 41-42, respectivamente) se
observé una pelicula delgada de recubrimiento organico alrededor del nudcleo de las

particulas.

Para determinar el tamafio promedio de las particulas se examinaron aproximadamente
400 NPs de cada sistema y se elaboré un histograma de tamafios correspondiente en cada
caso. La distribucién de tamafios y el tamafio promedio <d> se evaluaron utilizando un
ajuste de tamafio promedio que arroj6 un valor 17.47+0.49 y 24.13+1.34nm, para ZU y ZG,
respectivamente, con una distribucién de tamafio que se ajustaba a una distribucién de
Gauss. El patron SAED se tomo6 de la muestra ZU, corroborando que correspondia con los

planos cristalinos de la ferrita.
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Figura 41 Micrografia TEM de la muestra ZU, con su histograma de distribucion gaussiana de tamafio de
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Figura 42 Micrografia TEM de la muestra ZU, con su histograma de distribucién de tamafio de particula.
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8.1.3 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

Larelacion de hierro y zinc en las nanopatrticulas sintetizadas se determiné mediante
una serie de mediciones en el espectrometro de dispersién de energia (EDS-SEM) en una
muestra en polvo para un analisis por Microscopia electrénica de barrido (SEM). Para cada
muestra, se obtuvo la concentracion relativa de zinc a partir del escaneo de al menos tres
zonas diferentes, con un escaneo de una zona microscoépica de aproximadamente 100 nm?2,
El spot del haz de electrones del equipo tiene un diametro de entre 1-100 nm, y los rayos X
que inciden en la muestra alcanzan una profundidad de 1-3 um, con lo cual la muestra

analizada corresponde a un volumen de 2 pm?.

Los resultados del andlisis SEM se muestran en la Figura 43-45, incluyen las micrografias
de SEM con sus espectros EDS correspondientes y los porcentajes atdmicos de Fe y Zn
de las muestras Zn20, Zn10 y Zn5. Los picos de energia Ka y La del hierro son Ka=6.398
keV y La=0.705 keV, mientras que para el zinc son Ka=8.630 keV y La=1.012 keV, lo que
permitié una buena diferenciacién entre los respectivos picos Ka y La de ambos elementos.
Por lo cual, se puede concluir gue ambos elementos estan presentes en todas las muestras
de las nanoparticulas sintetizadas.

La composicién especifica de cada muestra se obtuvo a partir de los porcentajes atdbmicos
de los espectros EDS, donde se calculd la relacion estequimétrica para cada muestra. Se
considerd la formula ZngFes«Oa, con valores x cercanos a los esperados del calculo
estequiométrico, por lo que la concentracion de zinc se determind en 5.6%, 10.1% y 23.0%
para las muestras Zn5, Zn10 y Zn20, respectivamente.

Las concentraciones de zinc para cada muestra se muestran en la Tabla 3Tabla 4Tabla 5

para las muestras ZN5, ZN10 y ZN20, respectivamente.
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Figura 43 Analisis EDS desde SEM de la muestra ZN5. El espectro se obtuvo del area seleccionada.

Tabla 3 Composicidn con porcentajes atomicos (At%) de cada elemento en la muestra ZN5.

At % At % At % At %
Zn5 | Medida 1 | Medida 2 Medida 3  Medida4 Prom | *% en ZnsFes.,Oa4
Fe | 94.59 97.36 94.24 91.18 94.34 | 95.12
Zn | 541 2.64 5.76 8.82 5.65 | 4.87
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Figura 44 Andlisis EDS desde SEM de la muestra ZN10. El espectro se obtuvo de un estrato de nanoparticulas.

Tabla 4 Composicién con porcentajes atomicos de cada elemento en la muestra ZN10.

At % At % At %
Z 10 Medidal Medida2 Medida3 Prom | *% en Zn.Fes04
Fe 86.35 90.08 88.57 88.33 | 89.86
Zn 13.65 9.92 11.43 11.66  10.13
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Element Weight% @ Atomic%
FeK 7411 77.01
InL 25.89 22.99

Electron image 1

Spectrum 1
Element Weight% |Atomic%
Fe K 75,58 78,37
InL 24,42 21,63

Eloctronimage 1
Spectrum 1

Element | Weight% Atomic%
Fe K 72,26 75,31
ZnL 27,74 24,69

Eloctron image 1

Spectrum 1

Element Weight% | Atomic%
Fe K 74.42 77.3
ZnL 25.58 22.70

ull Scale 521 cts Cursor: 0.000
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Figura 45 Analisis EDS desde SEM de la muestra ZN20-NP. El espectro se obtuvo del area seleccionada.

Tabla 5 Composicién con porcentajes atomicos de cada elemento en la muestra Z20-NP para obtener su

composicion.
At % At % At % At %
Zn20 | Medida 1 | Medida 2 | Medida 3 | Medida 4  Prom | *% en ZnyFesxOa4
Fe 77.01 78.37 75.31 77.3 76.99 | 79.67
Zn 22.99 21.63 24.69 22.7 23. 20.32
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Se realiz6 un analisis EDS en TEM de tres pequefios aglomerados de nanoparticulas de la
muestra Z20-NP, como se observa en la Figura 46. Los espectros de energia de rayos X
fueron consistentes entre si, y con los obtenidos en el analisis EDS-SEM. Cabe mencionar
gue el pico de cobre presente en los espectros se debe a la rejilla de cobre utilizada para
sostener la muestra durante el andlisis. Los resultados del analisis EDS por TEM mostraron
gue las nanoparticulas de la muestra Z20-NP contienen zinc y un exceso de hierro, lo cual
es consistente con los resultados obtenidos en el andlisis EDS-SEM.

Counts (a. u.)

Figura 46 Determinaciéon de la composicion de MNPs mediante el andlisis de espectroscopia de rayos X
dispersivos de energia (EDS) en TEM. Los nimeros corresponden al area seleccionada mediante EDS,
obteniéndose el espectro.
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8.1.4 Determinacion de la funcionalizacion de las nanoferritas

La presencia de los grupos funcionales de los extractos, fue determinada por la
técnica de FTIR, asi mismo, la identificacion de los mismos en las ferritas funcionalizadas.
En la Figura 47 se muestran los espectros FTIR de los extractos en polvo, donde podemos
observar bandas del espectro, como en las regiones de estiramiento y flexion de los grupos
—OH (~3300cm™1), C-O/C-H (1072 ¢cm™) y —COOH (~1600 cm™1). De acuerdo con lo
reportado, el espectro de los extractos usados, es muy similar [113]. Sin embargo, se sabe
gue la presencia de polifenoles en los frutos puede variar con respecto a la temporada,
maduracion del fruto, y otros factores.

La funcionalizacion de las ferritas ZG y ZU se corrobor6 por la presencia de algunas de las
bandas de absorcién halladas en los extractos de uva y arandano, como se observa en la
Figura 47 a 'y b. En la Tabla 6 se enlistan los grupos funcionales de los espectros FTIR
identificados en las nanoferritas. El pico alrededor de ~3300 cm™1 se atribuye a los grupos
—OH presentes, mientras que la longitud de onda ~1630 ¢m™! se correlaciona con algunos
compuestos antioxidantes y, en consecuencia, con la actividad antioxidante [135]. De
acuerdo con [136] esta banda podria revelar reacciones entre el grupo carboxilico (R-
COOH) Yy, por lo tanto, algunos grupos funcionales podrian estar presentes ya que el medio
acuoso, asi como los grupos carboxilato, estuvieron disponibles a lo largo del método de
biosintesis.

La banda en ~1060 cm™?! se atribuy6 al estiramiento C-O/C-H de la muestra analizada. De
hecho, los picos en el rango de 1000-1350 cm™! se atribuyen a la existencia de
carbohidratos en la muestra, ya que esta region del espectro infrarrojo contiene vibraciones
especificas para alcoholes, ésteres, acidos carboxilicos y amidas, que podrian estar
presentes en el extracto acuoso [119].

El pico desplazado a una longitud de onda mas alta, a 1461 cm™?, podria atribuirse al
estiramiento asimétrico de C-O del grupo carboxilico. Por otro lado, los picos en 1415 y
1029 c¢cm™! se han atribuido a la vibracion de estiramiento asimétrica y simétrica de COO—
, respectivamente. Estos resultados sugieren la presencia de acidos carboxilicos en la

muestra, ya que los grupos COO- estan presentes en estos compuestos [111].
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Tabla 6 Comparacion de los picos de FTIR hallados en

las muestras ZU, ZG con los organicos. (a) 105

ZU (cm?) ZG (cm?) Organicos 1.00
3286 3203 3282
2908 - 2920 0.95-
2639 - -
0.90
2318-2156 2318 -
2048 2048 - 085
1639 1573 1633
1423 1428,1322 1420, 1334 40
(b)‘|.02-|-|-|-|-|-|
1228 1204, 1146 1233 —2ZU
1060 1060 1031
1.004

I

0.98+ 386 2908 2639

Transmittance (%)

0.96 624
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Figura 47 Espectro FT-IR de las MNPs sintetizadas con

extractos de (a) Punica granatum, (b) Vitis vinifera y (c)
extractos usados.
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8.1.5 AFM-MFM

El comportamiento magnético de las nanoparticulas de ferrita Zn, Fe;_,0, ZUy ZG
fue estudiado mediante microscopia de fuerza atomica (AFM-MFM). Se realizaron
mediciones de topografia y dominios magnéticos en areas de escaneo de 5x5 um.

Se encontré que la medicion AFM-MFM de la muestra ZU fue un desafio debido a que la
pelicula formada era muy delgada y amorfa. Esto llevé a la obtencién de imagenes solo en
pequefias zonas de dominios magnéticos. Por otro lado, la muestra ZG mostro la formacion
de aglomerados de nanoparticulas de tamafio estimado >100 nm, segun los perfiles
topograficos (Figura 48). La formacién y ensamblaje de estos aglomerados de
nanoparticulas se debe al intercambio entre monodominios vecinos y a interacciones
magnetostaticas [137].

774 nm

700
600
500
400
300
200

100

Figura 48 Topografia de las nanoparticulas magnéticas ZG.

Las imagenes 3D MFM y AFM (Figura 49) mostraron la superficie de las nanopatrticulas,
asi como las interacciones de los dominios magnéticos después de la aplicacion de un
campo magnético de un iman. La interaccion magnética en la punta en modo lift mostro la
presencia del desorden de los monodominios antes y después de la aproximacion del iman.
Este procedimiento demostr6 que los dominios magnéticos exponen una orientacion
uniaxial como respuesta a las fuerzas de atraccion y repulsion entre la muestra y la punta
magnética.

En las imagenes MFM en las condiciones iniciales (H=0), se observé el alineamiento de los

espines, conformando lineas atractivas (brillantes) y repulsivas (oscuras). Las lineas
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formadas indicaron las interacciones atractivas y repulsivas de los dominios magnéticos,
las cuales estaban orientadas hacia arriba para los espines 1 en las lineas atractivas y hacia
abajo para los espines | en las lineas repulsivas. La formacion de lineas paralelas se podria
deber a la anisotropia uniaxial definida por la orientacién de los dominios a 90°.

Los perfiles de los dominios magnéticos mostraron las interacciones locales con los
dominios en un rango. La Figura 50-51 indicaron un tamafo promedio de dominio de 9.9 y
1.96 nm para ZG y ZU, respectivamente. Las deflexiones de las lineas magnéticas, debido
a las interacciones atractivas y repulsivas, variaron desde -54 a 71°=125°.

Magnetic Force
Microscopy

Initial Conditions, H=0

0,40 ym

-0,34 ym

Demagnetization, H=0

Figura 49 Imagenes 3D por AFM y MFM de las nanoparticulas magnéticas ZG antes y después del acercamiento
de un iméan.
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Figura 50 En la figura se muestra la orientacion de los dominios magnéticos en la region del nicleo de ZU. Se observa
la interaccion entre las zonas de atraccion (regiones brillantes) y de repulsion (regiones oscuras), y su perfil de dominio.
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Figura 51 En la figura se muestra la orientacion de los dominios magnéticos en la regién del nucleo de ZG y el perfil de
dominio.
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8.1.6 HRTEM

Las imagenes de alta resolucion de TEM (HRTEM) en las Figuras 52-54 muestran
los patrones de difraccidén correspondientes a las muestras de nanoparticulas sintetizadas
ZG y Z20-NP. En el equipo FEI 30 fue posible observar la estructura cristalografica de las
nanoparticulas con una resolucion atomica. Se encontré que ambas muestras presentan
una buena cristalinidad.

La transformada rapida de Fourier de cada area seleccionada, que se realiz6 mediante
HRTEM (FFT-HRTEM), confirm6 que la estructura de las ferritas es de tipo espinela.
Adicionalmente, los planos cristalinos de los nanocristalitos pueden indexarse al grupo

espacial Fd3m.

105 m
| ——————

Figura 52 Micrografias HRTEM de las nanoparticulas Z20-NP.
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Figura 53 Micrografias HRTEM de las nanoparticulas ZG, en las imagenes se puede observar el recubrimiento

del orgénico.
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Figura 54 Micrografia de la muestra ZG, se observa la buena cristalinidad de las nanoparticulas.

8.1.7 XPS

Utilizando la espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) se determinaron la
composicién quimica superficial, el estado de oxidacion, la interaccién oxigeno-hierro y el
efecto de los polifenoles sobre las tres muestras de nanoparticulas sintetizadas: Z20-NP,
ZG y ZU. Este andlisis permiti6 identificar las formas quimicas de la recubierta organica. En
la Figura5 se muestra el espectro survey de todas las muestras , donde se observo que los
espectros de las muestras ZU y ZG presentan una mayor intensidad debido al efecto de los
recubrimientos en las nanoparticulas. En todos los espectros de las NPs sintetizadas, se
corroboré la presencia de los elementos Fe 1s, Zn 2p, C 1sy O 1s.
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Figura 55 Espectro survey XPS de las muestras Z20-NP, ZU y ZG.

Un andlisis detallado de todos los componentes se realiz6 mediante el uso de espectros de
alta resolucion, como se muestra en la Figura 5-59. Para el analisis, se aplico el background
tipo Shirley en cada espectro. En el espectro Zn 2p (Figura 56 a), se observo la presencia
de dos picos principales: Zn 2pz. y Zn 2pi2, que se centran en 1021.46 y 1044.56 eV,
1021.81 y 1044.95 eV, y 1021.52 y 1044.6 eV, para Z20-NP, ZG y ZU, respectivamente.
Aqui se destaca que, en las muestras ZG y ZU, los picos experimentan un ligero corrimiento
hacia las energias mas grandes, lo cual se puede expresar en términos de Ag, u= 0.35, 0.06
eV en Zn 2psz Y Ac u= 0.39, 0.04 eV en Zn 2pi;, respectivamente. Por otro lado, la
separacion o splitting Zn 2p12-Zn 2pss2, Se encontrd que es del orden de ABE =23.14, 23.14
y 23.08 eV para Z20-NP, ZG y ZU, respectivamente. Por lo tanto, Zn esta en el estado
oxidado Zn(ll) [121].

El espectro de electrones Auger (AES) Zn LMM, se observd en todas las muestras
analizadas (Figura 56 b), el cual tiene la misma forma para todos los espectros, y es
caracterizada por la presencia de dos picos Auger centrados en 497 y 494 eV.

El pardmetro de Auger puede ser utilizado para identificar los elementos presentes en una
muestra, de modo que permite diferenciar entre distintas especies quimicas utilizando los
picos de Auger y de fotoemision de forma analitica. El pardmetro de Auger esta dado por la

ecuacion
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donde E, es la energia cinética (KE) del electron de Auger y Eg es la energia de enlace
(BE) del fotoelectron. De acuerdo con los valores hallados, el parametro de Auger tiene los
valores: 2010.6 , 2010.3 y 2010.67 eV para ZU, ZG y Z20-NP, respectivamente,

correspondientes al 6xido de zinc [121].

(a) (b)

T T T T 1200 T T T T T T T T
S Zn 2p312 2 ZnLMMa
Zn 2p1/2 1000 - 4
7{1—2ZG - 220
— Fy o A'
S 61 ® 800-
S o
x 5 1 €
o A = 600 -
o 3 c 400 -
o
21 l 200 - ;
14 .. __/\‘_ 0 _—’/____/\_______
10|50 10I40 10|30 10I20 998 9$I36 9934 9!52 9!|30 9é8 92|36 92|34 9é2 980
Binding energy (eV) Kinetic energy (eV)

Figura 56 (a) Espectro Zn 2p de las muestras ZU, ZG y Z20-NP. (b) Pico Auger LMM de Zn excitado por
rayos X.

Tabla 7 Tamafio de particula, espesor y concentracion atémica de 220, ZU y ZG.

NPs dTEM T(hm) Fe(®%) C(%) O%)  Zn (%)
720 - ] 5371 1.04 1159  33.66
7U  17.47+0.69 2.4-3 39.03 2055 2672 1371
ZG 24.13+134 2.4-3 4437 1631 2755  11.76
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Figura 57 Espectro XPS Fe 2p de (a) ZU, (b) ZG y lla

y deconvolucion de Z20-NP.

El pico de emision de fotoelectrones
del nivel de ndcleo Fe2p para las
muestras ZU, ZG y Z20-NP se
muestra en la Figura 57. El espectro
obtenido de las tres muestras
presenta una forma de linea muy
similar con los picos principales
caracteristicos del doblete de
Fe 2p3,, y Fe 2p,, ubicados en las
energias de enlace de 710.96 y
724.86 eV, 711.26 y 724.86 eV y
710.76 y 72476 eV para las
nanoparticulas zZU, ZG y Z20-NP,
respectivamente.

La intensidad del pico Fe 2p;,, es
mayor que la del Fe 2p,,, debido al
acoplamiento de espin-6rbita (j-j). Se
destaca que la posicion de estos
picos se encuentra influenciada por
los estados i6nicos de Fe [138-140].
Asimismo, se observa que la
posicion de los picos del doblete de
Fe2py/, y Fe 2p;3,, se corresponde
con lo previamente reportado para
Fe,0; [125]. Es importante
mencionar que se ha detectado el
pico satellite asociado a
Fe3* Fe 2p;/, en 719.23, 7196 y
719.04 eV para las muestras ZU, ZG
Z20-NP, respectivamente [141]. La

ubicacibn de este pico satellite

indica el estado de oxidacion superficial de las MNPs, por lo que el valor obtenido es

comparable con otros reportados en la literatura que corresponde con la maghemita.
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En base a estos resultados, se determiné que AE,;c, sateliite-Fe 2ps ,, presenta valores de

8.27, 8.34 y 8.28 eV para ZU, ZG y Z20-NP, respectivamente. Cabe destacar que dichos
valores se aproximan al valor reportado de 8.3 eV para la maghemita [122]. Por otro lado,
se identifica el pico centrado alrededor de la energia de enlace ~733 eV como el pico
satellite caracteristico de Fe3* Fe 2p, /, [141], [142].

El espectro fue ajustado en el rango de 740-705 eV con una deconvolucién espectral de
Fe3*Fe 2p, realizada bajo las condiciones mencionadas en [122]. Para un mejor ajuste, se
introdujeron dos picos (con un FWHM mayor que los multipletes) (i) pre-peak y (ii) Surface
peak. Dado que no se observo alguna diferencia remarcable entre los espectros Fe 2p de
las nanoparticulas funcionalizadas y las desnudas, solo se realiz6 la deconvolucion en la
dltima mencionada.

Se detectd un pico correspondiente al Flaor, F 1s, en las muestras ZG y ZU, lo que
podria deberse al recubrimiento de los compuestos organicos. En la Figura 58 se puede

observar que el pico principal se encuentra centrado en 689.51 eV para ambas muestras.
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Figura 58 Espectro del fldor F 1s de ZU y ZG.

En las figuras 59 a-c, se muestran los espectros de nivel de nacleo de O 1s de las
muestras Z20-NP, ZU y ZG, respectivamente, con una deconvolucién de dos a tres picos
cada uno. El pico con la energia de enlace mas baja que se encuentra centrado en 529.93,
530.56 y 530.26 eV para Z20-NP, ZG y ZU, respectivamente, como se muestra en la Figura
59, mostré un desplazamiento, con respecto a Z20-NP de 0.63 y 0.33 eV en las muestras
ZG y ZU, respectivamente. Este pico se ha relacionado con los enlaces metal-oxigeno (Fe-
0) [127].

El segundo pico, medido en 531.06, 531.68 y 531.41 eV, para Z20-NP, ZG y ZU,
respectivamente, se relaciona con los grupos carboxilos OH de los extractos. Finalmente,

un pico de mayor energia se observé en las muestras funcionalizadas, en 532.88 y 533.38
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eV, para ZU y ZG, respectivamente. Este pico podria asociarse a los grupos C-OH/C-O-
C/O-C=0 [71].

El espectro de la linea C 1s ha sido analizado para las muestras Z20-NP, ZG y ZU
(Figura 59 d-f). La deconvolucion se realizé en 2 picos para Z20-NP, y cuatro picos para las
muestras ZG y ZU. El pico con las energias de enlace mas bajas, en 284,74, 285.08 y
285.03 eV para Z20-NP, ZG y ZU, respectivamente, es consecuencia de los enlaces C=C,
C-H debido a la exposicion de las muestras al aire. El segundo pico, situado en 286.69 y
286.54 eV, para ZG y ZU, respectivamente, se asigno a los enlaces C=0/C-C/C-H. Los
resultados son consistentes con los valores previamente informados en investigaciones
anteriores sobre nanoparticulas de FezO4 recubiertas con capas organicas [123].

De igual similar, el pico en torno a 288.95, 288.86 y 288.3 eV para las muestras Z20-NP,
ZG y ZU, respectivamente, se ha relacionado con la presencia de grupos C-N, C-OH u O-
C=0. En adicién, el pico localizado en 292.38 y 294.4 eV, para ZG y ZU, respectivamente,
se ha asignado a la excitacion TT—1r* shake-up, relacionada con los estados conjugados 1
llenos y vacios en los anillos aromaticos presentes en los extractos [143]. En la tabla 7 se

muestra el porcentaje de la concentracion atémica de 220, ZG y ZU.
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Figura 59 Espectro O1s de la muestra (a) Z20-NP, (b) ZG y (c) ZU, y Cls de (d) Z20-NP, (e) ZG y (f) ZU.
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Figura 60 Banda de valencia de la muestra ZU, ZG y Z20-NP.

La banda de valencia de los espectros de las muestras analizadas proporciona
informacion sobre el estado de oxidacién superficial debido a las diferencias en las
estructuras electrénicas observadas en esta region. El pico alrededor de ~5.5 eV podria
deberse al orbital O 2p y a la hibridacién entre los orbitales O 2p y Zn 3d [144] [145].

La Figura 60 muestra el espectro de la banda de valencia (10-0 eV) en el cual se puede
apreciar que no hay diferencias en los picos presentes en el espectro. En particular, se
identifica un pico alrededor de la energia de enlace de 9.8 eV que no se encuentra en
ninguna fase del 6xido de hierro, lo que sugiere que podria atribuirse al dopaje con zinc. De
acuerdo con la base de datos XPS (https://xps-database.com), el espectro de la banda de
valencia muestra un pico en torno a ~10 eV. El pico en las energias mas altas (~10 eV) es
atribuido principalmente a los 6érbitales Zn 3d [146].

De acuerdo con [147] la region O 2s podria mostrar caracteristicas més similares a la region
central que a la regién de la banda de valencia, por lo que se podria asemejar mas a la
region O 1s (Figura 58). En la region de O 2s hay un pico alrededor de 20-25 eV en las tres
muestras, el cual estd mas pronunciado en los espectros de las nanoparticulas

funcionalizadas.
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Capitulo 9

Hipertermia

Se realiz6 un experimento para estudiar la relacion entre los valores de potencia
especifica de pérdida (SLP, por sus siglas en inglés) y la amplitud del campo magnético,
utilizando campos pequefios a frecuencia constante. El dispositivo empleado tiene la
capacidad de medir con variaciones tanto en el campo como en la frecuencia, por lo que se
realizaron mediciones considerando valores maximaos, minimos e intermedios del campo Ho

con su frecuencia f correspondiente.

9.1 Pérdida de potencia bajo campos magnéticos
de CA en MNPs@polifenoles

La respuesta de calentamiento inductivo observada mostro el incremento esperado

de los valores de SLP a medida que aumenta la amplitud del campo aplicado Ho, ilustrada
en la Figura 61, obteniéndose los valores mas altos de SLP para VC-NP (187.16 W/g) y
VV-NP (121.83 W/g) en el campo maximo (Ho=28.9 kA/m), mientras que PG-NP mostré
valores mas bajos (73.03 W/g). Se sabe que La capacidad de producir calentamiento
inductivo depende en gran medida de las propiedades de los MNP. Tamafio de particula,
forma, composicién, recubrimiento y anisotropia magnética de las MNPs, por mencionar
algunas. Informes previos han encontrado valores SLP de hasta 203 W/g en MNPs de y-
Fe,O3 sintetizadas por el método de Massart (7.45 nm) en un ajuste de Ho=24.6 KA/m y
f=700 kHz, de parametros fisicos similares, consistentes con los valores del presente
trabajo.
En el presente trabajo, los valores SLP se aproximaron mas a los valores comunicados. Por
otro lado, también se realizaron medidas en nanoparticulas de Fes;O4 funcionalizadas con
acido glutdmico (~9 nm) en agua y campo magnético Ho=35.8 kA m-1 y f=316 kHz, donde
el valor méas alto de SLP fue de 130 W/g [148].
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Utilizando agua como portador liquido, en el coloide magnético de MNPs@polifenoles se
dan combinaciones de Néel, Brown y relajaciones interfaciales o superficiales. Se ha
reportado que las medidas de calentamiento inductivo realizadas en nanoparticulas de
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Figura 331 (A) Dependencia del SLP con el campo magnético aplicado Ho y la frecuencia para las muestras VV-NP, VC-
NP y PG-NP. (B) Presenta el valor medido de SLP para las muestras, asi como la dependencia del SLP con respecto
al campo magnético Ho.

maghemita dispersas en agua, con diametros que van desde 8 hasta 15 nm, indican que la

relajacion de Néel es de hecho el mecanismo predominante [86].

9.2 Pérdida de potencia bajo campos magnéticos
de CA en ZnyFezxO4

Con el objetivo de alcanzar valores mayores de SLP, se sintetizaron nanoparticulas
magnéticas dopadas con zinc en diferentes concentraciones: 5%, 10% y 23%. Estas
muestras se etiquetaron como Z5-NP, Z10-NP y Z20-NP, respectivamente. En la Figura 62
se presentan los resultados de las mediciones realizadas en las muestras Z5-NP, Z10-NP
y Z20-NP dispersas en agua bajo las mismas configuraciones del campo y la frecuencia

que en las muestras de magnetita.
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Figura 62 Dependencia del SLP con el campo magnético aplicado Ho y la frecuencia para las
muestras en agua Z5-NP, Z10-NP y Z20-NP.

Los datos presentados en la Figura 62 se refieren a mediciones realizadas utilizando los
parametros H, — f: 28.96 kA/m-764kHz, 36.28 kA/m-324kHz y 44.24 kA/m-165kHz. En la
figura se observan dos comportamientos distintos en los valores del parametro SLP: en las
muestras Z5-NP y Z10-NP, el valor SLP aumenta con el campo magnético, mientras que
en Z20-NP el SLP es mayor a altas frecuencias. Se registré el valor mas alto de SLP (~220
WI/g) en la muestra Z20-NP (d~20 nm) en la configuracion 28.96 kA/m-764kHz.

Tanto el mecanismo de Brown, como el mecanismo de Neél pueden ocurrir
simultdneamente en un sistema. En particular, en este sistema, las contribuciones al
mecanismo de relajacién de Brown podrian ser las principales, mientras que la relajacion
debida a Néel también podria estar presente, aunque en menor proporcion. Cuando la
rotacion de Brown es el mecanismo predominante, determinar la potencia especifica de
pérdida requiere considerar de manera importante dos parametros: el diametro
hidrodinamico de las particulas magnéticas y la viscosidad del medio. Como las
nanoparticulas se encontraban dispersas en agua, el valor del parametro SLP obtenido fue
menor que en otros solventes con viscosidades menaores, como el hexano.

De acuerdo con Takashi y Enpuku [149], el mecanismo de relajacion también depende de
la magnitud del campo aplicado. La anisotropia efectiva de las ferritas de zinc con la férmula
(Zn,_4Fe,)[Zn,Fe,_,]04 es del orden de 46 k]/m3 , mientras que en el 6xido de hierro la

anisotropia efectiva es k.rr =20-35 kJ/m?® [132]. Si las particulas magnéticas tienen una
anisotropia efectiva alta (es decir que, Hkx es mucho mayor que Ho), se produce una pérdida
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de potencia especifica debido a la rotacién de las particulas inducida por el torque

magnético, incluso en campos magnéticos moderados o elevados [92].

Con el propésito de simular el comportamiento de las nanoparticulas en un tejido

celular, se prepararon NPs dentro de una matriz de gelatina, asemejando las condiciones
reales in vitro o in vivo, y para determinar la pérdida de potencia especifica. Para evitar la
rotacion fisica de las NPs y medir Unicamente la relajacion magnética de Neel, se utilizd
una matriz de gelatina con las NPs integradas, evitando asi la relajacion browniana. En este
estudio se consideraron las muestras Z5-NP, Z10-NP y Z20-NP y se realizaron tres réplicas
de cada muestra. Todas las mediciones se llevaron a cabo después de la gelificacion con
agua y gelatina comercial a una concentracién 0.1 mg/mL. Las curvas de temperatura vs
tiempo se registraron durante 60 s, los datos recolectados durante los primeros 20
segundos se utilizaron para estimar el valor de ATAt de las muestras empleando en el
método del maximo de la derivada.
En la Figura 63 A se presentan los resultados de las mediciones experimentales del SLP al
mantener la frecuencia f constante y variar el campo magnético. En la grafica se presentan
los resultados del SLP para una frecuencia fija de f=764 kHz y el campo magnético con los
valores 14.96, 18.46, 21.96, 25.46 y 28.96 kA/m. La Figura 63 B muestra los resultados de
mantener el campo magnético fijo en H=28.96 kA/m y variar las frecuencias para los valores
165, 324, 491, 637 y 764 kHz. En ambos casos, se encontré que los valores mas altos del
pardmetro SLP se producen en la muestra Z20-NP en la configuracion f=764 kHz y H=28.96
kKA/m.

Al estar inmersas a las NPs en la gelatina (0.1 mg/mL), el mecanismo de relajacién de
Brown tiene una menor contribucion en comparacion con la relajacion por Néel debido a
gue la gelatina posee una viscosidad mucho mayor que el agua. La combinacion de las
propiedades magnéticas de las NPs y de la viscosidad del medio

puede influir en el proceso de relajacion, y en algunos casos, un proceso puede ser mas
eficiente desde el punto de vista energético que otro [92,150].

La diferencia en los valores SLP (con un incremento <10% ) en la configuracién f =
764 kHz y Hy, = 28.96 KA/m en la Figura 63 A y B, podria deberse a efectos no lineales
debidos al mecanismo de relajacién de Brown en campos magnético altos [149]. Por otro
lado, el modelo de la teoria de respuesta lineal no considera las interacciones dipolares

magnéticas debidas a aglomeraciones que puedan disminuir el valor del SLP [151]. Dado
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que el método seguido no considera estas interacciones, esto podria explicar las diferencias
en los resultados. Las agrupaciones de particulas, ya sea en forma de aglomerados o
cadenas, se deben principalmente a las interacciones dipolo-dipolo [152]. Para evaluar las
desviaciones de LRT, se ha definido el parametro ¢ como la potencia en SLP « H(‘f, se
encontraron los valores ¢ =253, 293 y 2.46 para Z5-NP, Z10-NP y Z20-NP,
respectivamente, indicando medidas cercanas al régimen de LRT [88].
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Figura 63 Dependencia del SLP con (A) la frecuencia y (B) el campo magnético aplicado Ho y
para las muestras Z5-NP, Z10-NP y Z20-NP en gelatina.

La serie de experimentos con las nanoparticulas Z5-NP, Z10-NP y Z20-NP para obtener el
SLP bajo las condiciones H=28.96 kA/m y f = 764 kHz, determiné la mayor tasa de
calentamiento AT/At dentro de los primeros 20 s. Todas las mediciones fueron realizadas
por triplicado y promediadas con el objetivo de tener una mejor estadistica minimizando el
correspondiente error. De todas las mediciones (en agua y gelatina) la muestra con el
mayor valor SLP se selecciond para realizar la funcionalizacién con los extractos de Punica
granatum y Vitis vinifera.

Se llevaron a cabo todas las mediciones de las muestras con las nanoparticulas dispersas
en agua. La muestra Z20-NP se midio en las mismas condiciones experimentales utilizando
los parametros H-f: 28.96 kA/m-764kHz, 36.28 kA/m-324kHz y 44.24 kA/m-165kHz. Los

resultados de las mediciones se presentan en la Figura 64.
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Figura 64 Dependencia del SLP con el campo magnético aplicado Ho y la frecuencia para las

muestras en agua ZU y ZG.

Podemos observar que los valores del SLP tienen un comportamiento creciente respecto a
la frecuencia. En una comparacion con los resultados de la Figura 63 Ay B, los valores SLP
son mayores para todos los casos. En esta ocasion, el valor maximo SLP se obtuvo con los
mismos parametros de Ho y f en las muestras ZU (287.98 W/g) y ZG (283.16 W/g).

En el caso de particulas muy pequefias, los tiempos de relajaciéon de Néel y Brown son
similares, lo que significa que la absorcion de energia debe considerar el componente de
Néel. En estas circunstancias, las interacciones dipolares son mas relevantes para el
mecanismo de relajacién, y el LRT no es suficiente para describir completamente la

Potencia especifica de pérdida como fenémeno fisico [153].
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Capitulo 10

Discusion

La banda principal en FTIR mostr6 el modo vibracional del enlace Fe-O en
MNPs@polifenoles, que es la caracteristica principal de la formacion de la fase de
magnetita. Se puede observar gue este pico en los espectros de PG-NP tiene una forma
mas estructurada e intensa que los demas. Esto podria deberse a que los componentes
fendlicos en los extractos de Punica Granatum afectan la distribucion de cationes en la
subred tetraédrica y octaédrica [154]. Ademas, se identificaron los grupos funcionales en la
capa organica que estabilizan las MNPs@polifenoles obtenidas. Adicionalmente, se
observaron enlaces de C-O, -COOH y OH, como era de esperar debido a los polifenoles en
la superficie de las MNPs@polifenoles. Los dos ultimos enlaces son importantes debido a
su capacidad para unir metales pesados [155,156]. La funcionalizacion de las
nanoparticulas Zn,Fe;_, 0, mostr6 modos de vibracion similares en ZG y ZU, mismos que
estaban presentes en los extractos usados en la funcionalizaciéon. Entre los grupos

funcionales identificados también se encontraron -COOH y OH.

Los polifenoles se han utilizado como agentes estabilizadores, ya que esta accion es (til
para la estabilizacion de nanoparticulas. Ademas, los polifenoles tienen la capacidad de
actuar como fito-reductores, lo que aumenta la capacidad de las nanoparticulas para ser
absorbidas por las células. En la aplicacién biomédica de las nanoparticulas, su estabilidad
y transmision pueden mejorarse mediante los recubrimientos.

Los compuestos fendlicos han funcionado satisfactoriamente para encapsular
nanoparticulas, ademas pueden mejorar su biodisponibilidad [157]. Los iones metalicos
pueden interactuar con los polifenoles, luego los iones se reducen al tamafio nanométrico,
lo que lleva a la formacién de nanoparticulas. Esto indica que Fe3* puede ser reducido a
Fe?* por el extracto organico. Durante la sintesis, los polifenoles se unieron a las
MNPs@polifenoles a través de enlaces Fe-OH, que pueden estar en forma de Fe?*-O o
Fe®*-O, un enlace covalente [158]. En realidad, algunos flavonoides tienen preferencia por

la union de metales en los sitios del grupo 3-hidroxilo-4-carbonilo, 4-carbonilo-5-hidroxilo y
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30-40 hidroxilo [159]. Aungue la capacidad de los polifenoles para formar enlaces
covalentes o0 no covalentes depende del tamafio de su compuesto fendlico. Y la capa de
recubrimiento mas gruesa es el resultado de una mayor cantidad adsorbida de polifenoles
[160].

Se llevé a cabo un andlisis de la composicién superficial mediante XPS, utilizando los
espectros O 1s y C 1s, cuyas deconvoluciones indican una mayor cantidad de carbono por

encima de cualquier 6xido de hierro, tal como se muestra en la

Tabla 2 [161,162]. Las MNPs@polifenoles VV-NP presentaron el mayor contenido de
oxigeno, mientras que PG-NP exhibié el contenido de carbono mas alto, posiblemente
debido a los polifenoles ricos en grupos funcionales de carbono y oxigeno presentes en el
recubrimiento organico. Se plantea la posibilidad de que este hecho se deba a la formacién
de Fes04-(y- Fe0s3), lo cual se encuentra respaldado por los picos principales en FTIR.
Cabe mencionar que VC-NP muestra mas contenido, aunque en cantidades mas bajas. Por
otro lado, los espectros de las nanoparticulas ZnxFe;.«O4 funcionalizadas presentaron una
mayor cantidad de carbono y oxigeno, en comparacion con MNPs@polifenoles.

Adicionalmente, en el analisis se encontrd que los espectros de la banda de valencia fueron
modificados, principalmente en la zona O 2s, que podria ser atribuido a la presencia los

polifenoles.

El andlisis de tamafio por TEM muestra que las MNPs@polifenoles tienen una forma cuasi-
esférica y un tamafio medio de 7.7, 8.6 y 12.6 nm para las MNPs funcionalizadas con los
extractos de V. vinifera, P. granatum o Vaccinium C, respectivamente (Tabla 1). El tamafio
mas pequefio de VV-NP y PG-NP podria ser resultado de la presencia de polifenoles de
alto peso molecular en el extracto acuoso [163]. No hubo diferencia en la distribucién de
tamafios en VC-NP y PG-NP, pero VV tiene una distribucién de tamafios mas amplia que
los otros dos. En consecuencia, en efectos magnéticos, las particulas mas grandes
dominaran [164].

Las nanoparticulas ZnsFes.xOs funcionalizadas mostraron una forma cuasi-esférica con
tamafio promedio mas grande que MNPs@polifenoles, de 17.47+0.49 y 24.13+1.34 nm,
para ZU y ZG, respectivamente. Esta diferencia podria deberse a que en el método de
sonoquimica se estarian alcanzando temperaturas mayores que las usadas durante la

sintesis de MNPs@polifenoles, ademas de que durante la sintesis de éstas se agreg6 una
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mayor cantidad de la solucién actuosa de los organicos (~20 ml), mientras que en las

nanoparticulas ZnxFes«O4la posterior funcionalizacién solo se agregaron 1 ml.

Conforme a las micrografias de TEM y HRTEM, las nanoparticulas exhiben una cubierta de
los organicos de 1.5 nm de grosor, vista como una pelicula delgada, mostrando una
nanoestructura nucleo-cascara. El analisis del comportamiento magnético por MFM de VC-
NP vy las nanoparticulas ZnsFesxOs funcionalizadas, demostré6 que pueden ser
direccionados por un campo magnético. Ademas, las imagenes en 3D mostraron que los
dominios magnéticos tienen una estructura de monodominios magnéticos con respuesta
uniaxial. A diferencia de las muestras MNPs@polifenoles, en ZU y ZG NPs el contraste
magnético es menor, sin embargo, hay una mayor formacion de las lineas de flujo

magnético debidas a la anisotropia.

Los andlisis de EDS por TEM y SEM de las nanoparticulas ZnyFes«Oa, confirmaron la
presencia de zinc y hierro, con una concentracion de 5.6, 10.1 y 23.0% para las muestras
ZN5, ZN10 y ZN20. Las pequefias diferencias podrian deberse a una evaporacion de del
zinc durante la sintesis [165].

En cuanto a la toxicidad, las MNPs@polifenoles no presentaron citotoxicidad en células
K562, es decir, no aumento el estrés metabdlico, lo que indica que podrian ser Utiles en la
formulacién de sistemas nanoestucturados acarreadores para el direccionamiento y

administracion de farmacos.

En hipertermia magnética, los valores SLP mostraron son dependientes de la amplitud y la
frecuencia del campo magnético aplicado en las nanoparticulas durante los experimentos
[166]. Las pruebas de coloides a base de agua con MNPs@polifenoles alcanzaron valores
de ~180 W/g™1. Al tratarse de nanoparticulas pequefias (~7-8 nm), tienden a exhibir una
relajacion de Néel dominante, lo cual resulta en valores SLP relativamente reducidos.

Las pruebas de coloides a base de agua con las nanoparticulas Z20-NP alcanzaron valores
SLP mayores, mientras que con la matriz de gelatina se obtuvieron valores superiores a los
de los medidos en coloides a base de agua.

Dado a que la gelatina posee una viscosidad mucho mayor que el agua, se esperaria una
reduccion del valor SLP con la matriz de nanoparticulas, debido a que el mecanismo de

relajacion de Brown tiene una menor contribuciébn en comparacion con la relajacion por
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Néel. El incremento en el valor SLP en la matriz de NPs podria deberse a la disminucién en
la formacién de aglomerados, ya que estos pueden bloquear la rotacion fisica de la NPs.
La formacion de aglomeraciones durante la internalizacion de las NPs es el principal efecto
a evitar en los materiales magnéticos, ya que esto puede tener un gran impacto en el SLP
debido a las interacciones dipolo-dipolo.

Las nanoparticulas ZnsFesxO4 (Z20-NP) exhibieron valores SLP mas grandes en las
muestras ZU (287.98 W/g) y ZG (283.16 WI/Q), esta diferencia en los valores SLP podria
deberse a que la funcionalizacion mejoro la estabilidad y disminuy6 las aglomeraciones.
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Capitulo 11

Conclusiones

Se ha logrado sintetizar MNPs@polifenoles mediante el método de coprecipitacion
utilizando extractos de Vitis vinifera (VV-NP), Punica granatum (PG-NP) y Vaccinium
corymbosum (VC-NP). La modificacion de la coprecipitacién directa ha resultado mas
sencilla, barata y eficiente, el papel de extracto acuoso ha sido actuar como reductor y
estabilizador, asi como agente de recubrimiento. MNPs@polifenoles fueron caracterizados
por medio de XRD, FTIR, TEM, XPS y AFM. MNPs@polifenoles tienen estructura cristalina
con un tamafo de particula de 7.34 + 0.06 nm, 8.09 £ 0.10 nm y 8.15 + 0.09 nm, para VV-
NP, PG-NP y VC-NP, respectivamente. La estructura de MNPs@polifenoles se
correspondi6 con la fase de magnetita. Se identificé una pequefia distorsion de la red y se
ha asociado a la oxidacion superficial de MNPs@polifenoles durante el proceso de sintesis.
Las MNPs@polifenoles se observaron por TEM, estimando un espesor de capas amorfas
en un rango de 1.5 nm, este contraste se identificé de acuerdo con los grupos funcionales
del extracto. También se corroboré la presencia de enlaces Fe-OH, que fue una sefal de

enlace entre MNPs@polifenoles y enlaces organicos: -OH, -COOH, C-0O, C-C, O-C=0,
C-OH.

Mediante el método de sonoquimica se sintetizaron nanoparticulas de magnetita dopadas
con zinc (Zn.Fes.x04). Las nanoparticulas fueron funcionalizadas con extractos de Vitis
vinifera (ZU) y Punica granatum (ZG), las cuales mostraron una forma cuasi-esférica en
TEM, con tamafio promedio de 17.47+0.49 y 24.13+1.34 nm, para ZU y ZG,
respectivamente. La caracterizacion de las muestras de nanoparticulas ZnsFes;«Oas se
realizaron mediante XRD, FTIR, TEMy HRTEM, EDS (en TEM y SEM), potencial Z, XPS y
AFM. El dopaje de nanoparticulas ZnxFeszxO4 con zinc se confirm6 y determind en
concentraciones de 5.6, 10.1 y 23.0%. Asi mismo, se confirmé la cubierta organica debida
a la presencia de los polifenoles en los extractos mediante los grupos funcionales hallados
en FTIR y XPS.

118



Los polifenoles poseen la capacidad de tener una fuerte afinidad de union: no covalente a
través de mudltiples enlaces de hidrogeno, hidrofébicos, electrostaticos, m—m e
interacciones cati6én- m, fuerza de van der Waals y covalente. En consecuencia, los
polifenoles tienen la capacidad de unirse con moléculas. Debido a las actividades
anticancerigenas, antimetastasicas, antibacterianas, antivirales, antiinflamatorias de los
polifenoles, se utilizan en aplicaciones biomédicas. Ademas, la absorcion celular de
nanoparticulas a través del endocitosis podria mejorarse mediante la accién de polifenoles
naturales como la epigalocatequina galato presente en Punica granatum y Vaccinium
corymbosum. Pero esto es un desafio que debe explorarse en detalle para su posible

aplicacion.

Las nanoparticulas ZnsFes;.x0s y MNPs@polifenoles demostraron la capacidad de ser
direccionados por un campo magnético, y debido a sus propiedades quimicas, pueden
usarse para aplicaciones biomédicas como la entrega de farmacos dirigida y la hipertermia
magnética. Los resultados mostraron que los valores de SLPson influenciados por el
tamafio promedio de particula, el campo magnético y su la frecuencia. Los valores mas
altos se obtuvieron para VC-NP y VV-NP. Los valores de SLP observados en este estudio
fueron mas altos que los informados previamente para nanoparticulas de FesO.
funcionalizadas y se pueden atribuir al uso de una frecuencia mas alta. En el caso de las
MNPs ZnsFes.x0O4, se obtuvieron los valores SLP mas grandes en las matrices de ZU
(287.98 W/g) y ZG (283.16 WIQ).
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Capitulo 12

Perspectivas

Se plantea variar el control de la sintesis para obtener nanoparticulas magnéticas
con tamafios promedio ~30 nm, asi como una modificacién del uso de los extractos para
incrementar el espesor de la recubierta organica en las nanoparticulas. Esto seria en
beneficio de una mayor estabilidad y la reduccibn de aglomerados, caracteristicas
necesarias para optimizar los valores SLP en la hipertermia magnética, mejorando asi la
internalizacién celular. La mejora de la estabilidad coloidal ampliaria las aplicaciones, MRI

entre ellas.

El efecto de los coloides de nanoparticulas en hipertermia magnética debe ser analizado
mediante un estudio cuidadoso la linea celular K562, para determinar la induccion de

muerte celular, ya sea por apoptosis 0 necrosis

Como trabajo a futuro, se propone realizar hipertermia magnética en una linea celular
usando coloides de nanoparticulas funcionalizadas, de tamafios mas grandes, para
determinar la efectividad en funcion del tamafio, amplitud y frecuencia del campo aplicado.
Analizar el mismo andlisis sin nanoparticulas y sin la aplicacion del campo, para mostrar el
efecto la hipertermia magnética con nanoparticulas magnéticas.

Se propone realizar una funcionalizacién adicional a las nanoparticulas, con farmacos o
tintes, para aplicarlas como agentes acarreadores de farmacos o como agentes de

contraste.
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