UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS

DEPARTAMENTO DE FISICA

Tesis presentada para optar al grado de Doctor de la Facultad de Ciencias Exactas
(Area Fisica)

Estructuras Dipolares Magnéticas en Suspensiones Magnéticas Coloidales y

su Influencia en Hipertermia Magnética

DIEGO FERNANDO CORAL CORAL
Directora: Dra. Marcela B. Fernandez van Raap

Co-Director: Dr. Pedro Mendoza Zélis

2015






CONTENIDO

CAPITULO 1: MOTIVACION Y JUSTIFICACION ....c.ooeverrieeercieee e 7
CAPITULO 2: MARCO TEORICO .....coovieiceeicteeeeeeetesieee s, 13
2.1 NANOPARTICULAS MAGNETICAS .......ccooeiereeeieeeeee e 14
2.2 SUPERPARAMAGNETISMO ......coovoiveeiieciereesessessesssessessisssnssssees s 16
2.3 INTERACCION DIPOLAR MAGNETICA .......cooeeiereereereeesresiensiessesaon, 22

2.4 SUSCEPTIBILIDAD DE NANOPARTICULAS EN SUSPENSION A
CAMPOS MAGNETICOS ALTERNOS: VELOCIDAD ESPECIFICA DE
ABSORCION DE ENERGIA. ..o oo ceeeeeeeeeeeeeeeee oot ee e e ees s aee e e e eseeesereesnanes 24

2.4.1 Relajacién Magnética de Nanoparticulas en Suspensiones Coloidales.... 25

2.5 INFLUENCIA DE LAS INTERACCIONES DIPOLARES EN LA

VELOCIDAD ESPECIFICA DE ABSORCION ........coooviieveieeieeesee e, 29
2.5.1 Modelo de Campo Medio de Dormann-Bessais-Fiorani:......................... 29
2.5.2  Modelo del Campo Medio de Landi..........ccccceeveveiieiienicie e 32

2.6 DISPERSION DE RAYOS X A BAJOS ANGULOS (SAXS) ..ccovvrevreenn. 35
2.6.1  Amplitud e Intensidad de DiSPersion. ..........ccoceorierernieneneiesenereeese e 35
2.6.2  Dispersion en Suspensiones Coloidales Diluidas............ccccceevvevveieinnnen. 41
2.6.3  Dispersion en Suspensiones Coloidales Concentradas.............cccccveeueene.. 42
2.6.4  Factor de Estructura Fractal.............cccoeiiiiiiniiiiccec e 43
2.6.5 Modelo Unificado de BeauCage. ........cccoerveiereriniiniiiciecie e 46
2.6.6  Patrones SAXS Anisotropos: Ordenamiento Magnético Inducido. ......... 47

CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS.......cooviieieiieeseeeeesesessesesssesisssssnennen, 53
3.1  SINTESIS DE SUSPENSIONES COLOIDALES MAGNETICAS .................. 54

3.1.1 Nanoparticulas de Ferrita de Cobalto Recubiertas con Acido Oleico
(AO@COFE204) . ..ceiieeeieet ettt bbb 54

3.1.2  Nanoparticulas de Magnetita Recubiertas con Acido Oleico y Quitosano
(CSTAO@FE301) w.ouviviiviieiete sttt ettt b et e b ae e 55



3.1.3 Nanoparticulas de Magnetita Recubiertas con &cido oleico y &cido
dimercaptosuccinico (AO@ Fe30sy DMSA@ Fe304) ..c.ocovvvevveviieieieiieieieees 56

3.1.4  Nanoparticulas de Magnetita Recubiertas con Acido Citrico (AC@Fes0s).
58

3.2 CULTIVOS DE LA LINEA CELULAR CANCERIGENA A549. ................ 60

3.3 TECNICAS DE CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y

ESTRUGCTURAL. .ttt 62
3.3.1  Dispersion de Rayos X a Bajos ANQUIOS...........c..cceeevvrrieesrersereennnen, 62
3.3.2  Microscopia Electronica de TranSmiSion. ........c.ccceevvvveevvereseeseesieseennns 66
3.3.1  Microscopia de Fuerza AtOMICa. .........ccevveveeiieieeie e 68
3.3.2  Dispersion DInAmMIca de LUZ. .......cccooviireinieniinieneneese e 69

3.4 TECNICAS DE CARACTERIZACION MAGNETICA.......c.covvmrirrenrrnninens 70
341 MagnetomMEtria 0.C. ..cooccveeieiieie e 70

3.4.2  Magnetocalorimetria: Medida de La Velocidad Especifica De Absorcion.
72

CAPITULO 4: CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE SUSPENSIONES
COLOIDALES MAGNETICAS. ..ottt seseese s es s, 75

4.1 NANOESTRUCTURACION DE NANOPARTICULAS DE AO@CoFe;0s4
DISPERSAS HEXANOD ...ttt 76

4.2 NANOESTRUCTURACION DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS de
CS/IAO@Fe304 DISPERSAS AGUA ..o en e eenaee e ee e 82

4.3 NANOESTRUCTURACIONDE NANOPARTICULAS MAGNETICAS DE
AO@FEe304Y DMSA@FE304........cciiiiiiiiiiieieee e 88

4.4 NANOESTRUCTURACION DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS DE
AC@FE304 DISPERSAS AGUA ..ot e e ee e e eeeeea e e e e e eeesseesaaes 95

CAPITULO 5. PATRONES SAXS ANISOTROPOS: DESARROLLO
EXPERIMENTAL Y RESULTADOS.........oiiiiiiiiereee s 101

5.1. DESARROLLO DEL MONTAJE EXPERIMENTAL .....cccceiiiiiiiiiinne 102



5.2. PATRONES DE SAXS ANISOTROPICOS EN SUSPENSIONES

COLOIDALES ...t veseees s 106
CAPITULO 6: PROPIEDADES MAGNETICAS .......coovoieieteeeeeeee e 117
6.1 CARACTERIZACION MAGNETICA. ......cooeeeeeereereeeeeeee e 118
6.1.1  Nanoparticulas de CS/AO@FE304 ......ccceverveieiieiieie e 118

6.1.2  Suspensiones Coloidales de Nanoparticulas de AO@Fe30s Y
DY YAV N @ 10 =L@ 126

6.2 DISIPACION DE CALOR EN SUSPENSIONES COLOIDALES
MAGNETICAS ..ot ettt e e e e e e et e e e s e et et et er e e et et eesereeeseeeseseesereeerenes 131

CAPITULO T: INTERACCIONES  DIPOLARES MAGNETICAS EN
SUSPENSIONES COLOIDAES........ooi oo 143

7.1. INTERACCIONES DIPOLARES Y DE VAN DER WAALS ENTRE
NANOPARTICULAS MAGNETICAS ..o eeeeeeeeeeeee oot eeee e e eeeraasenans 143

7.2. INFLUENCIA DE LAS INTERACCIONES DIPOLARES EN LA
VELOCIDAD ESPECIFICA DE ABSORCION. ....oooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 151

CAPITULO 8: INTERNALIZACION DE CULTIVOS CELULARES CON NPM .. 163

8.1  Caracterizacion Estructural de Endosomas Magnéticos: TEM y SAXS ....... 164
CONGCLUSIONES ... oottt nnees 179
AGRADECIMIENTOS ...ttt et enne e 183
RETEIBNCIAS. ... ettt bbb ere s 185






CAPITULO 1: MOTIVACION Y
JUSTIFICACION

Las propiedades fisicas y quimicas de las nanoparticulas magnéticas (NPM) permiten
aplicaciones médicas especificas de manera comparativamente ventajosa frente a otras
técnicas terapéuticas y de diagnosticol. Como ejemplo se pueden mencionar
aplicaciones para mejorar el contraste en imagenes obtenidas por resonancia magnética
nuclear, la separacion selectiva de células y otros biomateriales, la administracion
localizada de drogas agresivas, la magnetofeccion y la terapia por hipertermia bajo la
accion de campos magnéticos alternos?. Esta investigacion se enfoca en esta ultima

aplicacion, la hipertermia magnética.

La hipertermia® es un aumento de la temperatura corporal a valores mayores de 42°C y
hasta 45°C. Una hipertermia localizada causada en forma deliberada y controlada puede
ser utilizada de manera terapéutica, desencadenando mecanismos que dafien a las
células. Cuando este aumento de temperatura es obtenido utilizando NPM se la
denomina hipertermia magnética, la cual consiste en matar selectivamente a las células
cancerigenas, basandose en que las células malignas presentan menor tolerancia térmica
que las normales y en la inocuidad de los campos de radiofrecuencia a los tejidos sin
NPM?*,

Las perspectivas promisorias de la terapia por hipertermia mediante el uso de NPM
estan en la posibilidad de incrementar las opciones de tratamientos disponibles que sean
menos invasivos, localizados y con pocos efectos colaterales. También es posible el uso
simultaneo de hipertermia magnética y los tratamientos tradicionales (quimioterapia y
radioterapia) puesto que se podria sensibilizar al tejido tumoral de forma que las mismas
sean mas exitosas. Adicionalmente, la posibilidad de localizar las particulas en los
tejidos enfermos y disipar energia exclusivamente en esas regiones, evita los trastornos

secundarios tipicos de los tratamientos masivos.

Para llevar a cabo esta terapia, se localizan las NPM en las zonas afectadas y se aplica
un campo magnético de radio frecuencia de amplitud Ho y de frecuencia f. Las NPM
absorben energia del campo y la disipan al medio debido a la reorientacion de su
momento magnético, produciendo un aumento de la temperatura en la célula

cancerigena y su consecuente muerte. La capacidad de las NPM de absorber energia del



campo alterno y liberarlo en forma de calor estd determinada por su potencia especifica
disipada o parametro SAR acronimo de Specific Absorption Rate por sus siglas en
ingles®.

La reorientacion del momento magnético de la NPM® se da por mecanismos de
relajacion magnética. Si el momento magnético rota internamente para orientarse en la
direccion del campo aplicado mientras la particula permanece fija, el proceso se conoce
como relajacion de Néel y si la particula, inmersa en una matriz viscosa, rota para
alinear su momento magnético con el campo externo, el proceso se conoce como
relajacion de Brown. En los dos mecanismos la magnetizacion retrasa con respecto al
campo magnético aplicado. Asumiendo independencia entre los mecanismos los
tiempos de relajacion se suman en paralelo de manera tal que si uno de estos tiene un
tiempo considerablemente menor al otro, sera el que prevalecera. La ocurrencia de uno
de los dos mecanismos, depende de las propiedades fisicas de la NPM tales como
tamarfio, radio hidrodindmico, magnetizacion de saturacion y constante de anisotropia

magnética, y de la viscosidad del medio.

En un colide formado por NPM con polidispersion de tamafio, cada particula tendra
definidos un tiempo de relajacion de Néel y un tiempo de relajacion de Brown
determinados por sus tamafios. Por lo tanto es posible que para una dada frecuencia de
excitacion, las particulas grandes relajen por el mecanismo de Brown, mientras que las
mas pequefias lo hagan por el mecanismo de Néel. Adicionalmente, interacciones
dipolares entre las particulas, hacen que el tiempo de Néel aumente puesto que la
energia de interaccion dipolar aumenta la barrera de energia que el momento magnético

de la particula debe superar para pasar de un estado de facil magnetizacion al otro.

Por otro lado, debido a las interacciones dipolares magnéticas las NPM suspendidas en
un liquido o alojadas en vesiculas celulares se pueden auto ensamblar formando
agregados tipo cadenas lineales que a su vez se agrupan formando otras estructuras mas
complejas como cluster ramificados y anillos®. La formacion de estas estructuras
complejas impone que la determinacion de las propiedades estructurales sea realizada
en el mismo estado en que se efectla la medida del SAR, es decir en el estado de
suspension coloidal o en las vesiculas celulares que alojan las nanoparticulas.

Determinar la influencia las interacciones dipolares en el SAR (aumento o disminucion

@ También se conoce como SLP, acrénimo de specific loss power por sus siglas en ingles.
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del SAR en sistemas interactuantes) permitira usar la concentracion del coloide como

uno de los pardmetros de control del SAR a través de las interacciones dipolares.

Uno de los principales retos para el establecimiento de la hipertermia como una terapia
oncologica, es la obtencion de una suspension coloidal biocompatible, cuyas
propiedades puedan ser optimizadas para obtener un mayor valor de SAR (~1k W/Q)
dentro del limite de confort (Ho=8.5 kA/m y f=100 kHz) para su uso en pacientes®’. La
optimizacion de las propiedades del coloide permite disminuir las dosis de NPM a ser
administradas con la obtencién del resultado deseado (provocar la muerte de células
cancerigenas), en las condiciones de amplitud y frecuencia admisibles dentro de los

criterios biomédicos. Bajas dosis representan baja toxicidad.

El objetivo general de esta investigacion es contribuir al entendimiento la influencia de
las interacciones dipolares en los mecanismos de relajacion magnética y
consecuentemente en el parametro SAR. Este problema se aborda mediante el estudio
de las propiedades de las NPM, de su estado de agregacion en forma estructuras
dipolares en suspensiones coloidales y en endosomas magnéticos. Se correlacionan
estas estructuras con valores de SAR medidos en forma calorimétrica y se analiza como

las mismas influyen en la disipacion de calor de las NPM.

Para cumplir el anterior objetivo, se estudiaron las propiedades magnéticas y
estructurales de suspensiones coloides formadas por NPM de muy baja polidispersion
como ferrita de cobalto (CoFe20.) recubiertas con acido oleico y magnetita (FesOs)
recubiertas con &cido oleico y acido dimercaptosuccinico, y de alta polidispersion como
magnetita (Fe30a) recubiertas con &cido citrico, acido oleico y quitosano. Las primeras
fueron sintetizadas por descomposicion térmica y las segundas por co-precipitacion

quimica.

Por medio del método de sintesis de co-precipitacion se obtienen NPM de Fe3Os
recubiertas por &cido citrico las cuales pueden ser re-suspendidas en medio acuoso y son
biocompatibles. Este método produce particulas con gran dispersion de tamafio, por lo
cual, la influencia de la polidispersion de tamafio en las propiedades fisicas que

determinan el SAR es analizada.

Por medio del método de sintesis de descomposicion térmica se sintetizan particulas de
tamarfo uniforme recubiertas con acido oleico. Este recubrimiento es hidrofébico, por lo

cual estas NPM solo pueden ser resuspendidas en liquidos organicos, y el coloide



resultante no es biocompatible. La importancia de estos sistemas en esta investigacion
radica en que resulta mas sencillo, debido a su baja polidispersion de tamario, aplicar
modelos tedricos simples para explicar la generacion de calor por parte de las particulas
cuando se las someten a campos de radio frecuencia. La superficie de estas NPM puede
ser tratada quimicamente para modificar su capa surfactante o agregar un segundo
recubrimiento que sea biocompatible y permita la resupension en medio acuoso. Se
mostrard que estos procedimientos quimicos sobre la superficie de las particulas lleva a
la formacion de agregados de NPM dentro del coloide. De este tipo se estudian NPM de
Fes04 recubiertas con acido oleico y quitosano y NPM de FezOa recubiertas con acido

dimercaptosuccinico (DMSA).

Una vez determinadas las propiedades fisicas de las NPM y su grado de agregacién en
suspensiones coloidales, es necesario conocer como varia esta agregacion cuando se
cambia de un ambiente acuoso a un ambiente celular. Para analizar este cambio, se
realizaron experiencias in vitro en las cuales las NPM biocompatibles
(DMSA@Fes04)fueron internalizadas en cultivos de la linea celular derivada de

adenocarcionama de pulmén humano A549.

Las particulas ingresan a la célula via endocitosis y se localizan en vesiculas conocidas
como endosomas, en los cuales la distancia entre particulas se reduce considerablemente
en relacion a la suspension coloidal. Una reduccion de la distancia entre particulas
implica un aumento de las interacciones dipolares lo cual indica la necesidad de incluir
a las interacciones dipolares en el modelado del SAR. Ademas de esto, la competencia
entre las interacciones dipolares y de van der Waals, de caracter atractivo, con las
interacciones estéricas y electrostaticas, de caracter repulsivo, dan lugar a la formacion

de arreglos de NPM en los endosomas.

En este sentido, se estudia en particular el efecto de la concentracion del coloide en la
internalizacion de NPM y de la disposicion los endosomas magnéticos cuando son
sometidos a campos magnéticos constantes. Si el campo es aplicado durante la
internalizacion de las NPM en el cultivo celular, estas tienden a alinearse dentro de las
vesiculas. Si el campo magnético es aplicado después de la internalizacion se produce la

alineacion de los endosomas en la direccion del campo®.

La disposicion espacial de las NPM tanto en el coloide como en la célula se estudia con

la técnica de Dispersion de Rayos X a Bajos Angulos (SAXS), la cual es la herramienta

principal de estudio en esta investigacidn, puesto que permite determinar, ademas del
10



tamafno y forma de las NPM, su estado de agregacion y como se ven afectadas en
presencia de campos magnéticos externos en el estado coloidal, el cual es el mismo
estado sobre el cual se determinara el SAR. Es de resaltar que en esta investigacion se
obtienen por primera vez patrones de SAXS que permitan identificar a las NPM dentro

del ambiente celular.

El estudio estructural de los coloides, es complementado con medidas de propiedades
magnéticas de las NPM utilizando campos magnéticos estaticos con el objetivo de
determinar el mecanismo de relajacion magnética predominante y como se ve reflejado
en la determinacion experimental del SAR, puesto que el mismo es proporcional a la

componente fuera de fase (y"(f)) de la susceptibilidad a.c5.

Estos resultados son utilizados para simular el SAR de un coloide magnético utilizando
modelos tedrico que incluyan la influencia de las interacciones dipolares entre
NPM®101L12 en |a disipacion de calor. Después se compararan estos resultados con las
mediciones magnetocalorimétricas del SAR realizadas en el laboratorio utilizando una

fuente de radiofrecuencia.

De esta investigacion se obtiene nuevo conocimiento acerca de las propiedades basicas
relevantes de las nanoparticulas de 6xidos de Fe funcionalizadas para internalizacion
celular, de su auto-organizacion, de la organizacion inducida por aplicacion de campo
en coloides y en el interior de las células y de la correlacién entre éstas propiedades con

la respuesta de las particulas cuando son sometidas a campos de radiofrecuencia.

Para cumplir el objetivo propuesto, se realiza un estudio sistematico de las propiedades
magnéticas y estructurales de las nanoparticulas en el estado de suspensién coloidal
estable y alojada en endosomas de células A549.

Un resumen de esta tesis se presenta a continuacion:

Capitulo 2: Se presenta un breve marco teérico donde se hace hincapié en los modelos

utilizados para el anlisis de los datos experimentales obtenidos para esta investigacion.

Capitulo 3: Se describen: los metodos por los cuales fueron sintetizadas las NPM asi
como sus principales caracteristicas quimicas; los protocolos de medida utilizados para
determinar las propiedades estructurales, magnéticas y calorimétricas de las
suspensiones coloidales y las técnicas experimentales utilizadas. Se analizan con mayor

completitud las técnicas mas relevantes para esta investigacion como SAXS,

11



magnetometria y magentocalorimetria y se presentan las caracteristicas minimas

necesarias de las técnicas complementarias.

Capitulos 4: Se detallan los resultados estructurales obtenidos por las técnicas de
SAXS, TEM, AFM y SAXS en presencia de campo magnético obtenidos para las

diferentes suspensiones coloidales.

Capitulo 5: Se presenta el disefio de un portamuestras SAXS fabricado para obtener
patrones de dispersion a diferentes valores de campo magnético estatico. El capitulo
incluye simulaciones previas que determinaron la homogeneidad del campo en la zona
de medida. Se termina con la presentacion de medidas de los patrones SAXS, su analisis
en funcion del campo aplicado y la anisotropia generada. Estos resultados se relacionan
con la formacién de agregados de NPM en las suspensiones coloidales.

Capitulo 6: Se presentan los resultados de la caracterizacion magnética de los coloides.
Se analiza la respuesta a campos magnéticos. Se relacionan las propiedades magnéticas
determinadas con la estructura del coloide estudiada en el capitulo 5. Finalmente se
presentan los resultados de las medidas magnetocalorimétricas y se comparan estos
resultados con los obtenidos a partir de simulaciones usando el modelo teérico con

parametros obtenidos a partir de las medidas magnéticas y estructurales.

Capitulo 7: Una vez determinadas las propiedades magnéticas y estructurales de los
coloides, se utilizan estos parametros para analizar la influencia en el SAR de las

interacciones dipolares entre las NPM.

Capitulo 8: Se presentan los resultados de la organizacién de las NPM en los cultivos
celulares de la linea A549 y las caracteristicas de un sencillo aplicador de campo que
provee las configuraciones deseadas (15.1 kA/m en el centro del cultivo) y que se ajusta
a las condiciones de cultivo celular. Este aplicador fue desarrollado para experimentar

con la internalizacion de células en presencia de campos magnéticos estaticos.

Se finaliza la tesis con las conclusiones y las respectivas referencias bibliograficas.
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CAPITULO 2: MARCO TEORICO

En el siguiente capitulo se abordan las teorias y modelos que seran utilizados a lo largo
de la investigacion en la determinacion de las propiedades magnéticas y estructurales de
las nanoparticulas magnéticas (NPM) en suspensiones coloidales. Se analiza la
respuesta de las NPM a campos magnéticos externos y su consecuente liberacion de

calor debida a la propiedad conocida como velocidad de absorcién especifica (SAR).

Se introducen conceptos y definiciones claves para el entendimiento de los modelos. Se
hace mayor énfasis en la teoria asociada a la dispersion de rayos X a bajos angulos
(SAXS) puesto que los resultados obtenidos con el uso de esta técnica son de gran

relevancia en el desarrollo de esta investigacion.

Se finaliza con la presentacion de los modelos propuestos para el analisis de datos
SAXS tanto de patrones de dispersion is6tropos como los generados por estructuras

anisétropas cuya formacién esta inducida por la aplicacion de campo magnético.
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2.1 NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Las propiedades magnéticas de los materiales se clasifican dependiendo de sus
respuesta a un campo magnético externo aplicado*4El orden magnético en los
materiales es un fendmeno colectivo basado en el intercambio y acoplamiento cuantico

entre dos espines atomicos*>16.

Segun el modelo de Heisenberg, el intercambio magnético entre dos espines se puede
describir por el hamiltoniano de intercambio (Hex) descrito por la ecuacion 1.

-

1. Hex = —2%i<j]ijSi-S;

Donde Siy Sj son los espines atbmicos de dos atomos vecinos y Jjj es la constante de
intercambio entre los dos espines, la cual estd relacionada con el solapamiento de los
niveles electrénicos de los 4tomos vecinos y las distancias inter-nucleares. Valores
positivos de J favorecen el ferromagnetismo, mientras que valores negativos de J

favorecen el anti-ferromagnetismo.

Este tipo de intercambio es puramente isétropo, es decir, no tiene en cuenta una
direccion preferencial. Sin embargo, dentro de una red cristalina la simetria se reduce,
no todas las orientaciones de los espines son equivalentes. La orientacion del espin se
encuentra a lo largo de un eje cristalino preferencial, lo cual hace necesario un término

adicional de anisotropia en el hamiltoniano®’:

2. Hexy = —2%i<;)ijSi-Sj — Kme 2i(S21)?

Donde K s la constante de anisotropia magnetocristalina, y determina la direccién y
estabilidad de la magnetizacién dentro del material. En la ecuacion 2, se ha considerado
la direccién z como la direccién cristalografica de preferencia, asi S;i es la proyeccion de

Sienel eje z.

La zona sobre la cual los espines mantienen su colinealidad se conoce con el nombre de
dominio magnético. Dentro de un dominio magnético la magnetizacion (M) es uniforme
y es proporcional al momento magnético (4). En los materiales macroscépicos la
magnetizacion de cada dominio individual se orienta de forma que la energia
magnetostatica, debida a la presencia de interacciones magnéticas de largo alcance que
compiten con las interacciones de intercambio de corto alcance, se minimice. Asi en el

material macroscopico hay coexistencia de dominios magnéticos, magnéticamente
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orientados en diferentes direcciones, separados por paredes de dominio, lo cual produce

que el flujo magnético se cancele y conlleve a una magnetizacion total nula.

La aplicacion de un campo externo (H) induce el movimiento de las paredes de dominio
y genera una magnetizacion no nula en el material, cuando se alcanza el campo de
saturacion, los momentos magneticos estan alineados en una sola direccion y el material

alcanza la magnetizacion de saturacion (M),

Las particulas magnéticas, en el rango de tamafio nanométrico, son necesariamente
estructuras monodominio (MD) y poseen un super-momento magnético p el cual
determina la magnetizacion Ms de la particula.. Se puede estimar un tamafio critico de

particula por debajo del cual una particula esférica puede considerarse monodominio®*.

3 Ryp = 6/ AKme

2

donde A es la rigidez de intercambio, la cual es una constante relacionada con la
temperatura critica a la cual se pierde el orden magnético, y Ho es la permeabilidad
magnética en el vacio. Para el caso de la magnetita'®A = 1.32x107** J/m con lo cual se

obtiene Rmp = 8.3 nm.

La respuesta de las NPM a un campo magnético externo es diferente a la respuesta del
material macroscépico, las NPM pueden rotan para orientar su momento magnético en
la direccion del campo en lugar de mover sus paredes de dominio o reacomodar
internamente el momento magnético. Las aplicaciones biomédicas de las NPM
dependen fundamentalmente del entendimiento de la dinamica de rotacion de los

momentos magnéticos y su dependencia con su estructura intrinseca.

El modelo mas simple que estudia la respuesta del momento magnético a la aplicacion
de un campo es el propuesto por Stoner y Wohlfarth®®. EI modelo asume una rotacion
coherente de los momentos magnéticos, los cuales permanecen colineales y rotan al
unisono y la uniformidad de la magnetizacion en toda la particula, la cual debe
mantenerse constante durante el proceso de rotacién, esta suposicion permite obtener

soluciones exactas.

La energia requerida para rotar el momento magnético dentro de una NPM es mas

grande que la energia necesaria para generar una pared de dominio e inducir su
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movimiento, conllevando a coercitividades mas grandes que las que se obtienen para el
material macroscopico®. Este incremento en la coercitividad es el resultado de la
transicion del comportamiento multidominio a monodominio. La maxima coercitividad
es controlada por la energia de anisotropia la cual se opone a la rotacion con respecto al
eje de magnetizacién. Para particulas muy pequefias (Rwo<10 nm) la coercitividad
decrece répidamente debido a los efectos térmicos que producen un rapido cambio en el

momento magnético.

El comportamiento magnético de un sistema formado por particulas monodominio
Cuyos momentos magnéticos se encuentran aleatoriamente ordenados se conoce como

superparamagnetismo®3.

2.2 SUPERPARAMAGNETISMO

Un sistema compuesto por N nanoparticulas magnéticas tendra una magnetizacion neta
igual a cero en ausencia de campo magnético, cuando las fluctuaciones térmicas
producen que cada momento magnético esté aleatoriamente orientado, esto es que la

energia térmica es mayor a la energia de anisotropia magnetica. Al aplicar un pequefio

campo H se inducira la alineacién del momento magnético de algunas particulas en la

direccion del mismo.

Consideremos una particula monodominio de volumen V con momento magnético (i)
sobre la cual se aplica un campo magnético externo H en la direccion 6 con respecto a ji

y que forma un angulo ¢ con respecto al eje de facil magnetizacion o eje de anisotropia

de la particula tal como se representa en la Figura 2. 1.

La energia magnética estara determinada por el efecto Zeeman.
4, E,=—-IB = —uu,Hcos6

Donde B es el vector de induccion magnética y [o es la permeabilidad magnética del

vacio.

16



=!

Eje facil

Figura 2. 1.Esquema de una nanoparticula con un momento magnético (l1) inmersa en un campo

magnético (H). El vector momento magnético forma un &ngulo & con la direccién de H.

Segln la estadistica de Boltzmann de particulas distinguibles, la funcién de particion
para la NPM es:

7 = e—Em/kBT

donde kg es la constante de Boltzmann.

De esta forma, el valor medio de la proyeccion del momento magnético (u) en la
direccion del campo estd determinado por la probabilidad de que p forme un angulo
entre # 'y 6+d6 con H, aplicado en la direccion de z tal que:

f: ucosfe~Em/kBTsengde
fgr e~Em/kBT sengde

5. (w) =

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

M = N{u)
Resolviendo la ecuacion 5 se tiene que:
_ UpoHY  kpT | _
6. M = Ny|Coth (—kBT ) WOH] = NuL(&)

L&) se conoce como la funcién de Langevin, siendo & =uoH /ksT.

De esta forma, cuando —oco (uu,H > kgT, temperaturas bajas y/o campos altos)

entonces M=Nu=Ms, y se obtiene la magnetizacion de saturacion, y cuando &—0
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(uH < kgT, Temperaturas altas y/o campos bajos) entonces M = Nu?poH/3ksT, siendo
IJ = MsV

Segun la teoria de respuesta lineal a bajas intensidades de campo magnético se cumple
la relacién M = yoH donde yo es la susceptibilidad magnética la cual comparando con el

resultado anterior se obtiene que:

Nu?u,
7. = —
Xo 3kgT

El resultado es el mismo que se obtiene cuando se considera el paramagnetismo atdmico
clasico, a diferencia que para una nanoparticula el momento magnético total proviene
del acoplamiento ferromagnético de los momentos magnéticos atomicos por fuerzas de

intercambio?122,

Usualmente, las propiedades de las particulas monodominio no son completamente
isotropicas, contribuciones anisotropas asociadas a la forma, esfuerzos internos o

estructura cristalina deben ser consideradas?®.

Si la particula presenta anisotropia uniaxial se genera un eje facil de magnetizacion o eje

de anisotropia a lo largo de la misma.
Asi la energia de anisotropia magnetocristalina de una NPM de volumen V es:

8. E, = K,,.Vsen?6

Si se aplica un campo magnético H en la direccién del eje de facil magnetizacion

tenemos que la energia total de la NPM es
9. E=E, +E,
Asi la funcion de particién es ahora
10. 7 — o—(gsen?6-%cos6)
Donde o = KmcV/ksT.

Si & = 0 se tiene que la energia de la NP esta determinada por el angulo formado entre el
momento magnético y el eje de anisotropia tal como lo predice la ecuaciéon 8 y se

representa en la Figura 2. 2(a). EI modelo predice dos estados de minima energia
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separados por una barrera de potencial igual a A4E. Los momentos magnéticos que estan
en el estado 1 deben adquirir una energia igual a AE para pasar al estado 2 de tal forma

que:
11. AE = K.V

Cuando se aplica un pequefio campo magnético (¢ # 0) la altura de la barrera se

modifica de forma que
12. AE = K,,,.V(1 + h)?

Donde h=ppoH/2KncV es el campo reducido.

El tiempo (z) en el cual la nanoparticula permanece en el estado 1 o el estado 2 es:

13. 1= 1yelE/keT

1.0 (b)
0.8

0.6

0.4

02 VAE =K V(1+h)

1
0.0 ,
1
1

02 S - - - - - - - - - o
0.0m 0.5 1.0m 0.0m 0571 1.0m

Figura 2. 2. Barrera de energia para: (a). Una particula con energia de anisotropia KncV.(b). Una particula
con energia de anisotropia KmcV inmersa en un campo magnético H.
Donde 7o se conoce como el tiempo caracteristico (aprox. 10° s). La ecuacion 13
determina el tiempo de relajacion del sistema y su inversa representa la probabilidad de
salto por unidad de tiempo entre un estado y el otro. En el estado 1, el momento
magnético esta en la direccidn del eje de facil magnetizacion, el cual estd determinado
por la anisotropia magnetocristalina, cuando se invierte el campo magnetico (6 = =), el
momento magnetico de la particula debe rotar pasando por la direccion de dificil

magnetizacion hasta el nuevo eje de facil magnetizacion.
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Cuando 7T—0, es necesario eliminar completamente la barrera de energia para pasar el

momento magnético del estado 1 al estado 2. EI campo al cual ocurre esto es:

14, H=$me g,
M

Donde Ms = W/V es la magnetizacion de saturacion y Hk se conoce como el campo de

anisotropia. Este comportamiento se ilustra en la Figura 2. 3(a).

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

_ (ZchV B .u.uon)z
4K,V

AE

A medida que se aumenta la temperatura, los efectos térmicos tienen lugar y la energia
de la barrera cambia debido a las fluctuaciones térmicas del momento magnético de la
particula, el periodo temporal de estas fluctuaciones esta dado por la ecuacion 13, de
forma que la variacion de la barrera de energia debido a la temperatura es:

T
AE = kgTIn (—)
To

Si el campo de anisotropia (Hk) es igual al campo coercitivo (Hc), para un proceso

térmicamente activado se tiene que:

_ 2
15. (2KmcV—tuoHc(T)) — kBTln (L)
4KV 7o

Desde donde se establece una relacion entre el campo coercitivo y la temperatura tal

que:

6 o= (1- (2 (9))7)

La temperatura a la cual Hc = 0 se conoce como temperatura de bloqueo (Tg). A
temperaturas por encima de Tg no se observa coercitividad y las nanoparticulas se
comportan como superparamagnéticas y por debajo de Tg se observa coercitividad y se

pierde el comportamiento superparamagnético.

La temperatura de bloqueo depende del tiempo de medida caracteristico de cada técnica

(tm) Y Se encuentra cuando 7 = tm.

7. Tp= —Zin(2)

chV To
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Utilizando las ecuaciones 16 y 17 se tiene que?*:

18. H, =H, (1 - (%)1/2>

El comportamiento del campo coercitivo con la temperatura se ilustra en la Figura 2.
3(b).

M 1.0
(a) (b)
MS
P 08|
’ ’ =0
P 06| —— ¢aleatorio
Vs T
H, P H, =,
H T o04f
/7
/7
Ve 02
/7
/7
00 1 1 1 1
— v 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
s TIT

Figura 2. 3.(a).La linea negra continua representa el ciclo de magnetizacion para una NPM donde H se
aplica en la direccion del eje de anisotropia para T = 0 K. La linea azul punteada representa la
magnetizacion de la misma nanoparticula cuando el campo se aplica a 90° del eje de anisotropia (b).
Comportamiento del campo coercitivo en funcion de la temperatura.

Por otro lado si la direccion de aplicacion del campo magnético H forma un angulo ¢
con el eje de anisotropia se tiene que la energia total de la NPM es:
1 2
19 E = 2Ky V (sen?(§— 6) — hcos(e))

En este caso, la coercitividad de la NPM depende del angulo ¢. Cuando ¢ = 0O el
resultado se reduce a la ecuacion 18, mientras que para 0< ¢<z/4 cuando 7— 0 se tiene

que:

1+w?2

1/2
20.  H,=Hy (M)

Donde w = (tan ¢)**.

Cuando 7/4< ¢<m/2 para T— 0 se tiene que?:

sen(2¢—-m)

21 HC =HK >

21



Cuando los ejes de anisotropia se encuentran aleatoriamente orientados se tiene que:
T\3/4
22, H, = 0.48H, (1 - (%) )
El comportamiento de Hc con la temperatura para un sistema con los ejes de anisotropia
se encuentran aleatoriamente orientados se presenta en la Figura 2. 3(b), en la cual se
observa que para un conjunto de NPM con los ejes de anisotropia aleatoriamente

orientados se espera una mayor coercitividad que para el mismo conjunto con los ejes

de anisotropia orientados en la direccion del campo magnético.

2.3 INTERACCION DIPOLAR MAGNETICA

Consideremos una particula cuya posicion esta determinada por el vector 73, y tiene un
momento magnético i tal como se presenta en la Figura 2.4. EI campo magnético (B))
generado por la particula k afecta a otra particula ubicada en la posicion 7; y momento

magnético i,

z
—
K,
—
Ffsf
—
a8 #y
k
7
’ ¥

Figura 2. 4.Distribucion espacial de dos NPM con momentos magnéticos pi y | separadas una distancia

lyj.

De esta forma la energia de interaccion esta dada por:
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Eqip = —Hi- By

23.  Egp =% (m’T’ -3 (Tk'm)(m'm)>

AR 751

Sean y el angulo formado por los vectores i y ;, a el angulo formado por los vectores
Iy YT, Y B el angulo formado por los vectores i)y, De esta forma si || = |&;| =

U

2 2
24 Edip _ ko (u cosy 3 u cosacosﬁ)

am \ |7 7]

La configuracion de menor energia se da para y=a=£=0, en este caso la energia dipolar

€s

25, Eqp= -l = Lot

2|7 | 2|7 |
La anterior expresion es valida para la interacciéon producida por un par de particulas.
En una suspension coloidal, una particula interactda con todas las demas particulas de la
suspension, la intensidad de esta interaccion depende de la distancia entre una particula
y el resto y ademas de las orientaciones relativas de momentos magnéticos de cada

nanoparticula.

Para solucionar el problema de interaccion entre varias particulas, uno de los posibles
abordajes a este problema es considerar un modelo de campo medio, que incluya de
forma analitica la contribucion, tanto de las particulas cercanas como de las particulas
lejanas, a la intensidad de la interaccion.

En primera aproximacion, se puede considerar que la particula se encuentra en un
campo magnético medio (Hm) producido por el momento magnético de las otras
particulas. Dos modelos para determinar este campo medio y por lo tanto la energia
dipolar de un sistema de NPM se estudiara en la seccion 2.5.
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2.4 SUSCEPTIBILIDAD DE NANOPARTICULAS EN SUSPENSION A
CAMPOS MAGNETICOS ALTERNOS: VELOCIDAD ESPECIFICA
DE ABSORCION DE ENERGIA.

Consideremos una nanoparticula de volumen V y magnetizacion de saturacion Ms

inmersa en un campo magnético variable en el tiempo de la forma:
H(t) = H,e't
Donde w = 2xf, siendo f la frecuencia de oscilacion del campo magnético.

De esta forma, para campos magnéticos pequefios, la magnetizacion es proporcional a
H:

26.  M(t) = yH(t)

Donde y es la susceptibilidad magnética y puede expresarse como

27. x=x —ix"
Donde y’ es la componente en fase de la susceptibilidad y y” es la componente fuera de

fase. De forma que:
M(t) = Re[yH,e't] = H,(x coswt + x"senwt)

Debido a que y” esta retrasada con respecto al campo de excitacion, esta componente
determina la capacidad de absorber energia y es la Unica que contribuye al aumento de

AU de la particula.

De la primera ley de la termodindmica dU = dQ + dW, donde U es la energia interna,
Q es el calor absorbido y W es el trabajo realizado por el sistema, considerando un

sistema adiabatico (dQ = 0), el trabajo realizado para magnetizar la nanoparticula es
dW = H.dB donde B es la induccion magnética que adquiere la NPM en presencia de

un campo H.
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De esta forma dU = H.dB, siendo B = Ho(ﬁ + M). La energia interna del campo

estd relacionada con el término H.dH y no contribuye a la variacion de la energia

interna de la nanoparticula, por lo tanto:

28.  AU= —po$M.dH = 2uoH2yx" [ sen®(wt)dt

Asi la velocidad especifica de absorcion® o SAR por sus siglas en inglés (Specific
Absorption Rate) es SAR=fAU

29.  SAR = pomy"fH?

2.4.1 Relajacion Magnética de Nanoparticulas en Suspensiones Coloidales.

Un coloide magnético esta formado por una fase liquida de viscosidad # en la cual se

encuentran suspendidas NPM.

Al aplicar un campo magnético la magnetizacion especifica del sistema de NPM esta

determinada por la ecuacion de Shliomis?®

oM(t)

0. 2 =1(Me(0) ~ M)

Donde 7 es el tiempo de relajacion y M, (t) = y,H,coswt es la magnetizacion en el

equilibrio y yo es la susceptibilidad en equilibrio. Resolviendo la ecuacion 30 se tiene

que:
! Xo
31 X = 1+(wT)?
n XoWwT
32. X = 1+(wT)?

El comportamiento de 'y x” en relacion a la frecuencia del campo magnético aplicado

se presenta en la Figura 2.5.
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Figura 2. 5. Comportamiento de las componentes en fase)(' y fuera de fase )("de la susceptibilidad en

funcién de or.

El modelo predice que la componente fuera de fase de la susceptibilidad tiene un
maximo valor cuando wt = 1, condicidn se conoce como condicion de resonancia. Este

maximo coincide con el punto de inflexion de y .

De esta forma, la potencia disipada por la NPM también tiene dependencia con la
frecuencia de oscilacion del campo magnético y el tiempo de relajacion de la NPM. Si
el campo magnético aplicado es pequefio, existe una relacion lineal entre la
magnetizacion y el campo aplicado, donde la constante de proporcionalidad es yo. La
aproximacion de la ecuacion de Langevin, que gobierna la magnetizacion de un sistema
superparamagnético, para campos magnéticos pequefios permite obtener un valor de yo

representado en la ecuacion 7.0

El SAR, en unidades Sl, tal como se describe en la ecuacion 29 tiene unidades de
potencia por unidad de volumen (W/m?3), dividiendo por la densidad de la NPM (pnp) se
tiene la potencia absorbida por unidad de masa de NPM (esta magnitud sera la utilizada
en todo el documento):

_ uAMZVHZ w?t
6kgTpnp 1+(wT)?2

33. SAR

Por otro lado, el tiempo de relajacion dependerd del mecanismo de relajacion
magnética. Para una NPM en un sistema coloidal se tienen dos mecanismos de
relajacion?”?8. En el mecanismo de relajacion de Brown la NPM realiza una rotacion
para alinear su momento magnético con el campo aplicado, el tiempo en el cual se

realiza la rotacion se conoce como tiempo de relajacion de Brown (zg). El segundo
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mecanismo de relajacion se conoce como mecanismo de Néel, en este el momento
magnético rota en el interior de la NPM para alinearse con el campo externo, el tiempo
en el cual se realiza la rotacion se conoce como tiempo de relajacion de Néel (zn). Estos
tiempos de relajacion se presentan en las ecuaciones 34 y 36 respectivamente.

3nv
3. rp=-112
kgT

Donde n es la viscosidad de la fase dispersante y Vu es el volumen hidrodinamico.
Como primera aproximacion, para una particula de radio r y volumen V con una capa
surfactante de espesor 9, el volumen hidrodinamico es igual al volumen de una particula

de radio r+9.
S 3
3B V= V(1 +;)

Esta aproximacion subestima el valor real de Vy puesto que no se considera que en un
sistema formado por NPM inmersa en una matriz de viscosidad #, las moléculas de la
superficie de la particula interactian con las moléculas de la matriz provocando un
efecto de arrastre debido a la friccion entre la particula y el medio?, que resulta en un

tamafo hidrodindmico mayor que el calculado con la ecuacion 35.

Para el caso de la relajacion de Néel, el tiempo de relajacion es:

— AE/kgT
36. Ty = ToelE/kB

Donde AE esta dado por la ecuaciéonil.

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

total es:
-1
1 1
3. t=(=+2)
N B
En el caso mas simple, en ausencia de campo magnético externo:

Ty = ToeKV/kBT

El comportamiento del tiempo de relajacion con respecto al radio (r) de la particula se

puede observar en la Figura 2.6:
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Figura 2. 6.Comportamiento del tiempo de relajacion en funcion el tamafio de particula para T = 300 K.
Para esta simulacion se consideraron NPM tal que Ke = 53.81 kJ/md, recubiertas con una capa de
8 =3 nm inmersas en un liquido de viscosidad n = 107 Pa.s. Ademas 7, = 10"%s,
De la gréfica se puede deducir que cuando el tamafio de las particulas es menor al radio
para el cual =v = 7z el mecanismo de relajacion dominante es el de Neel, mientras que
para particulas con tamafios por encima de este punto, el mecanismo de relajacion

predominante es el de Brown.

Si consideramos un sistema coloidal caracterizado por una funcion de distribucién
volumétrica de radios g(r), que representa la fraccion de volumen de muestra
conformado por particulas cuyo radio esta entre r y r +dr, se tiene que la potencia

especifica disipada es:

38, SAR = J8MEHE [y @)
. . (

6kpTpnp ].-I-(T(T‘))Z)

g(r)dr

Cuando la frecuencia de excitacion (w) es igual al inverso del tiempo de relajacion de
las NPM se tiene que wz(r) =1, condicién que se conoce como de resonancia. En este
punto la componente fuera de fase de la susceptibilidad () presenta un maximo. Para
un sistema polidisperso, cuando el centroide de g(r) coincide con el maximo de y (r) el

SAR toma un valor maximo puesto que es proporcional al area debajo de y ”(r).g(r).
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25 INFLUENCIA DE LAS INTERACCIONES DIPOLARES EN LA
VELOCIDAD ESPECIFICA DE ABSORCION

Varios modelos se han propuesto para determinar la influencia de las interacciones
dipolares en las propiedades magnéticas de las NPM. Se discuten a continuacion
aquellos que revisten mayor importancia en relacién al andlisis del pardmetro SAR que
se realiza en este trabajo.

2.5.1 Modelo de Campo Medio de Dormann-Bessais-Fiorani:

El modelo DBF aborda el problema de la influencia de las interacciones dipolares en el

tiempo de relajacion de una nanoparticula dentro de un conjunto de NPM*2,

En un sistema no interactuante, y”(wt,T) tiene un méaximo cuando wz = 1 y se da
cuando T = Tg tal como se presenta en la Figura 2.7(a) en donde el comportamiento de

x” en funcion de la temperatura es presentado para diferentes frecuencias.

En esta figura se puede observar que el maximo de y” se desplaza a mayores

temperaturas cuando se aumenta la frecuencia.
Asi, de la ecuacion 36, con T = 1/w se tiene que:
AE
39. In(1/w) =——+In(t,)
kpTp

Al graficar In(1/o) en funcién de 1/Tg se observa un comportamiento lineal entre estas
dos variables donde la pendiente de la recta esta dada por 4E/kg y la intercepcion con el

eje de la ordenada es /n(7o). La ecuacion 39 corresponde a una ecuacion de Arrhenius.
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Figura 2.7. (a). Comportamiento de la componente fuera de fase de la susceptibilidad en funcién de la
temperatura a diferentes frecuencias del campo AC. (b). Linealidad entre la inversa de la temperatura de

blogueo y el logaritmo del tiempo de relajacién.

La altura AE de la barrera puede verse afectada principalmente por tres motivos:

1. La energia magnetocristalina, que proviene de la estructura cristalina de la NPM.

2. La energia magnetostatica que proviene de la forma de la particula (factor

desmagnetizante) y tiene simetria uniaxial.

3. Las interacciones dipolares, las cuales producen una energia adicional que no puede

ser despreciada si la distancia entre particulas es corta.

Para determinar el efecto de las interacciones en la barrera de energia se pueden
considerar dos casos: en el primero, un arreglo regular de NPM idénticas en el cual
todas las NPM tienen la misma barrera de energia y una rotacion de los momentos es
esperada. En segundo lugar se tiene un conjunto desordenado de particulas no idénticas
con una dada distribucién de tamafos, en este caso, la barrera de energia también se

encuentra distribuida y depende del volumen de cada particula.

En relacion al primer caso, donde las NPM son idénticas, la barrera de energia de la i-
ésima particula se ve afectada por el campo dipolar generado por el momento magnético
de la j-ésima particula (1), si la suma se extiende a todas las particulas vecinas este
cambio de energia AEint €s:

o
40.  AE = poM2V Y b;L (“oMSZ kT]T)
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3cos?a;—

. .y, . 1 .
Siendo L es la funcion de Langevin, a; =V = , con gj es el angulo entre ;y el
dj

vector 7;; que representa el vector posicion de la particula i con relacion a la particula j,
dj es la distancia entre particulas y bjtiene en cuenta el efecto de la interaccion dipolar
sobre la j-ésima particula. Para un sistema monodisperso en la condicién de menor

energia bj = a;.
De esta forma, se tiene una barrera de energia total de la forma:

41.  AEo = K Vyp + AEjy:

Donde K. es la constante de anisotropia que tiene en cuenta la anisotropia

magnetocristalina y magnetostatica.

Considerando solo las contribuciones de los primeros vecinos y la aproximacion de la
funcion de Langevin L(x) = 1-1/x para x > 2, es decir la energia dipolar es mayor al

doble de la energia térmica, se tiene que:

kgThy )

— 2
AEin; = uoMsVypny (b1 T MZVeea,

Asi que la ecuacion 39 puede reescribirse de la forma:

b v
42. In(1/w) =In(z,) —n; =+ P (K, + uoM2byn,)

a

Donde se tiene una constante de anisotropia efectiva que tiene en cuenta las

interacciones dipolares y es mayor a la constante de anisotropia uniaxial:

Kerr = Ko + .quszblnl

En conclusion a partir del modelo de DBS se puede concluir que las interacciones
dipolares aumentan la barrera de energia, puesto que la constante de anisotropia

aumenta, y a su vez disminuye el valor de 7o, por lo cual se debe considerar un rfjfftal

que:

—nyb
Tgff = TOe 1 1/(11
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El anterior resultado, se puede comparar con el modelo de Vogel-Fulcher en cual, de

una forma mas general, se expresa el tiempo de relajacion de la forma:

0-97KeffV

43. In(1/w) = In(z,) + kp(Tp—T,)

Donde T, es una medida indirecta de las interacciones dipolares entre particulas.

Utilizando la ecuacidn 42 se puede determinar una expresion para T, tal que:

_ (#oMszal)z Vbing
44, T, = e (149 29akn

Siendo ¢ el efecto de los vecinos no tan cercanos.

La aplicacion de este modelo a datos experimentales, depende de parametros como la
distribucion de tamafios de particula y la magnetizacion de saturacion de la NPM. El
modelo propone que la barrera de energia de una nanoparticula inmersa en el campo
dipolar producido por las NPM de su entorno, es mayor a la barrera de energia de una

nanoparticula aislada.

2.5.2 Modelo del Campo Medio de Landi

En el modelo anterior, se ha discutido como las interacciones dipolares afectan las
propiedades magnéticas de las NPM. Es de particular interés determinar si las
interacciones dipolares pueden aumentar o disminuir el SAR, ya que existe un debate
acerca de su influencia en la absorcidn de potencia, algunas investigaciones indica que
la presencia de interacciones disminuye el SAR9 mientras que otras investigaciones han
demostrado que las interacciones aumentan el SAR obtenido920-31:32,

Utilizando una teoria de campo medio, se puede demostrar que el SAR puede aumentar
o disminuir dependiendo de la intensidad de las interacciones dipolarest!. Este modelo
se basa en calculos numéricos desarrollados para incluir las interacciones dipolares en la

ecuacion de Fokker-Planck que describe la evolucion temporal del sistema33.
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Para un sistema monodisperso la intensidad de las interacciones dipolares depende de la
concentracion de NPM en el coloide, incrementando la concentracion desde un estado
infinitamente diluido, primero observan cambios en el tiempo de relajacion,
relacionados con la barrera de energia AE, seguidos por la aparicion de un grado de
orientacion de los momentos magneticos y finalmente un estado ordenado con
magnetizacion no nula incluso a campo aplicado igual a cero?’. De esta forma el modelo

propone que la barrera de energia esta dada por:

45, AEeff = %(O’ + ]/O'sz)
Donde p2 =~0.9 es el promedio de las proyecciones sobre la direccion de la
magnetizacion del polinomio de Legendre de orden dos y:

6. y= iv_o( (1o )2@)

4TKmcVNp dae

Este resultado demuestra una fuerte dependencia de AFEe con la distancia entre
particulas (d). Como d es proporcional a la concentracion de NPM en el coloide,
pequefias variaciones de la concentracion producen incrementos importantes en la

barrera de energia?® tal como se presenta en la Figura 2.8.

Como puede apreciarse de la ecuacion 46, la energia dipolar varia como 1/d® a
diferencia de la ecuacion 25 donde se observo que esta energia variaba como 1/d3. Esto
se debe a que el modelo de Landi, considera un campo dipolar fluctuante cuyo primer

momento promedia cero.

Al realizar la expansion del valor medio de la proyeccion del momento magnético sobre
la direccién del campo dipolar, se obtiene una serie de polinomios de Legendre,
considerando que pi = <Pi(z)>, siendo z = cos#, donde las contribuciones simétricas,

como por ejemplo p:1 que produce la dependencia 1/d3,son iguales a cero.

De esta forma, el modelo propone que una aproximacion de segundo orden para las

interacciones dipolares que modifican la barrera de energia de las NPM.
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Figura 2. 8.Comportamiento del SAR en funcidn de la concentracion de NPM en el coloide para
diferentes valores de & =KmcVnp/KsT. En todos los casos se observa un méximo SAR para determinada
concentracion “optima”.

Retomando la ecuaciéon de Vogel-Fulcher para el tiempo de relajacion de una NPM,

donde T, es una medida de las interacciones dipolares:

( KmcVnNp )
T~e\kB(T-To)

Si se realiza una expansion del factor exponencial en torno a T, Se tiene que:

KmcVnp KmcVnp | KmcVnp
47 mc — mc + mc "
kp(T—Tp) kgT kpT?

De donde se puede observar que el resultado de la ecuacion 47 es de la misma forma
que el resultado presentado en la ecuacidn 45, comparando estas dos expresiones se

puede determinar To:

8. T, = (W)

10kgKmcVnp 4

De esta forma, el modelo de campo medio, permite calcular la energia dipolar
Edip = keTo, donde T, esté establecido por variables que se pueden medir o determinar a

partir de medidas magnéticas y estructurales.

Al igual que el modelo de DBF, este modelo propone un aumento en el tiempo de
relajacion de las NPM debido al campo dipolar producido por el entorno, para sistemas
formados por NPM monodispersas con momento magnético orientado aleatoriamente.

Este campo en promedio es cero, pero una expansion en serie de polinomios de
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Legendre, muestra que los momentos de segundo orden del campo dipolar no son nulos
y dependen de la distancia entre particulas y aportan una modificacion al tiempo de
relajacion que decrece mucho mas rdpido que los momentos de primer orden
proporcionales a 1/d3. Para probar experimentalmente lo anterior, se utilizara la

concentracion del coloide como parametro controlador de la distancia entre particulas.

2.6 DISPERSION DE RAYOS X A BAJOS ANGULOS (SAXS)

La ley de Bragg es la relacion fundamental que describe la difraccion de rayos X debida
a una estructura cristalina. Esta ley relaciona las distancias interplanares (d) con la
posicion angular (0) de los maximos de interferencia para una onda electromagnética

incidente de longitud de onda A4:

49. A = 2d senf

En estructuras cristalinas comunes, las distancias entre planos son del mismo orden de
magnitud que la longitud de onda de la radiacion utilizada, de forma que los angulos de

difraccién son del orden de las decenas de grados.

El estudio de la difraccién de rayos X a bajos angulos (8 < 1.25°), las distancias
interplanares son alrededor de 10 6 100 veces la longitud de onda utilizada. Estas
distancias son comunes en algunos minerales y algunas moléculas complejas (proteinas,

polimeros) y corresponden con el tamafio de las NPM utilizadas en esta investigacion.

2.6.1 Amplitud e Intensidad de Dispersion.

Consideremos un objeto sobre el cual incide un haz de rayos X en la direccion dada por
el vector unitario s, de longitud de onda 4. La amplitud de la radiacion dispersada por
un punto Mk del objeto en la direccion definida por el vector unitario s, tal como se

muestra en la Figura 2.9, esta definida por la ecuacion:.

50. Ay = A, f e~ 7 500N
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Rayos Dispersados

55| = Ag/2n

Figura 2. 9.Esquema de dispersion de rayos X debida a un material.

Donde fx es el factor de dispersion atdmico, el cual depende del numero de electrones y

Ac es la amplitud de la onda dispersada por un electrén, s, es el vector unitario que
define la direccién del haz incidente, g = 27”(.? —5,) es el vector de onda. Si 20 es el
angulo formado por el haz incidente y el haz dispersado, la magnitud del vector de onda

4T
esq = TSenH.

La amplitud de la radiacién dispersada por todos los puntos del objeto en la Figura
2.9serd la suma de las amplitudes de los puntos individuales, de forma que la ecuacion

50 se puede escribir de la forma:

51, A(G) = Ae(@) Zi fire™ T M
La intensidad (I(g)) de la radiacion dispersada es el producto de la amplitud y su
conjugado complejo A*, tal como se muestra en la ecuacién 52:
52.  1(4) = (@) Lk Xj frfjcos(q"- MxM,)
Donde 1,(§) = A%2(q) es la intensidad dispersada por un electron y depende Unicamente

del angulo de dispersion34,

Para un objeto centro-simétrico, la expresion para la amplitud dispersada se simplifica si

el punto de origen 0 de la Figura 3.10 coincide con el centro de simetria del objeto, de

esta forma, para cada vector OM, existe un correspondiente vector —OM; de forma

que:

53.  A(G) = 4.(§) Tx fcos(q- OMy)
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Asi se define como factor de forma (F(q)) la relacién entre la amplitud total dispersada

y la amplitud de la radiacién dispersada por un electron:

A —
54. F(q) = - (g;) Yk frcos(q.OMy)

Asi que la intensidad total dispersada por el objeto centro-simétrico es

55.  1(q) = I.(§)F?(§)

En una matriz viscosa, la particula puede moverse libremente, este movimiento se puede
expresar como una suma de traslaciones y rotaciones. Las traslaciones no tienen efecto
en la intensidad total dispersada, por lo tanto solo las rotaciones se deben tener en
cuenta. De esta forma, si cada direccion de rotacién es igualmente probable, se tiene que

la intensidad promedio debida a todas las posibles rotaciones es:

56. (@) = L(DF* (@)
Considerando la amplitud de dispersion de dos puntos de una particula como variables
independientes, se puede escribir F2 = F2 = F2 y el problema se reduce a determinar el
promedio de la funcion cos(q . OTVIR):

sen(qr)

57.  cos(q.0OM,) = p

Donde r es la magnitud del vector posicion de cada punto de un objeto.

Si consideramos la interferencia de la intensidad dispersa por el punto k con la
intensidad dispersada por el punto j dentro de una particula, la intensidad dispersada por

estos dos puntos es proporcional a:

58, F2q) = 5 fufy ol

q|7k;|

Donde 7 es el vectorque define la posicion del punto k con respecto al punto j y cuya

magnitud es 7y;.

Para un objeto centro-simétrico de densidad electronica continua se puede reemplazar la
suma por una integral y de esta manera tener en cuenta la dispersion de un espacio

continuo. Dicho esto, el factor de forma puede escribirse como:
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(qr)

nridr

F@=[ oo
0
Donde p(r) es la densidad electronica®.

De esta forma, la ecuacion 58 puede escribirse de la forma:

5. F2@) = J, J, p(rop() il dv,av,

Considerando la densidad electronica como constante (p(ry) = p(rj) = p) se tiene que
el nimero de electrones a distancias entre ry; y rij +drgj en el elemento de volumen dvy,
estd definido por la funcion de correlacion de pares p(rx), la cual representa la
probabilidad de que el punto j a una distancia ryj en una direccion arbitraria desde el

punto k, se encuentre dentro de la particula:
pPp(riej)drij = j pVie(rej + driej) = Vie(riej) | pdvie
14

De forma que la ecuacion 59 se puede escribir de la forma:

sen(q|7x;|)

T2(A) — A2
60. F2(q) =p*/, p(rkj)derkj
Eligiendo el punto k como el origen de un sistema coordenado se obtiene que

61. p(rkj) = 4-7TT'k2j Vy(r)

Donde V es el volumen medio de la particula y y(r) es la funcién de correlacion de

densidades electronicas®:

1
Vi) = Gy | P + dri) = Vil

Asi, generalizando para toda posicion ry;:

62. Fz(q)—fo y(r)2 (q)47rr dr

La solucién a la ecuacion 62 depende de forma y composicion del objeto que dispersa la
radiacion. Al considerar casos en que todas las orientaciones son igualmente probables
y que la densidad electronica sea constante en el material y nula fuera del mismo, la

distribucion de la intensidad obtenida es isotropa.

38



El comportamiento de la intensidad dispersada varia segun el rango de g. En primer
lugar para g = 0 se tiene la intensidad dispersada es proporcional al cuadrado nimero
total de electrones (ne) que dispersan los rayos X:

63. I1(0) = F2(0) = V?p? = n?
Para valores pequefios de g, esto es cuando ¢—0 se tiene la expansion

64 sen(qr) _ 1— q*r? | q*r*

qr 6 120

De forma que:

65. I(q—0)=F2?(0) {1 — gfooo y(Manr* dr +%f0wy(r)4nr6 dr + }

Asi se tiene que a medida que aumenta @, la intensidad dispersada disminuye siguiendo

una curva parabolica cuya curvatura estara determinada por la funcion y(r).

Para particulas idénticas se tiene que:

66. 1(q— 0)=nZe T°R/3

Donde R, es el radio de giro, de forma que si R es el radio de una particula esférica se

3
Ro = ER

La expresion presentada en la ecuacion 66 se conoce como aproximacion de Guinier®® y

tiene que

permite la determinacion experimental del radio de giro de la particula.

En el caso donde g—oo, los valores méas pequefios de r dominan en la funcion y(r), de
forma que expandiendo esta funcion en el limite de »—0 se tiene una ecuacion de la

forma®’:

67. y(r)=1—ar+br?+crd..

Donde a, b y ¢ son numeros enteros.
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Figura 2. 10.Esquema para calcular el comportamiento de y(») cuando r—0

Si consideramos una particula como la que se observa en la Figura 2.10, la correlacion

entre un punto del volumen V' y un punto dentro de la zona de espesor r es:
68.  4mp*r?Vy(r)dr = 4mp?r? (V - 2—5) dr
Donde S es la superficie de la particula.

Comparando las ecuaciones 67 y 68 se tiene que

(=1 > bt
y(r) = 4Vr r

De forma que, siendo y = gr, y u = gR donde R es el radio de la particula, si r>R,
y(r) = 0 (no hay electrones que correlacionar). La intensidad dispersada cuando g —

0 €s:

AtV p? (¥ S , b
1(q) = e L(y—ﬁy +?...)senydy

Integrando la expresion anterior y aproximando para g—oo y se tiene que:

2mp?s

69. I(q » ) = pr

La expresion anterior se conoce como ley de Porod y establece que la intensidad

dispersada depende de la superficie especifica de la particula y disminuye como q™.
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2.6.2 Dispersion en Suspensiones Coloidales Diluidas

Para un sistema diluido formado por n particulas de volumen Vp distribuidas en un

volumen V, con densidad electronica p1 inmersas en una matriz de densidad electronica

pe.

La intensidad total dispersada (lsp(q)) serd la suma delas intensidades dispersadas por

cada particula individualmente:

70. Isp(q) = Nlpart(q)

Donde N= n/V es la densidad de particulas y I,,4,+(q,7) es la intensidad dispersada por

una sola particuladefinida por las ecuaciones 56 y 62.

En este caso, segun el principio de Babinet, solo la diferencia entre las densidades

electronicas (dp = p1 — p2) de las particulas y la matriz es relevante para la dispersion®’.

Si las particulas son esféricas de radio R y su densidad electronica es constante la

intensidad dispersada, que resulta de resolver la ecuacion 62 es:

sen(qR) — qRcos(qR) g
(qR)?

F2(q) = (Ap)?*Vy [3

Y por tanto:

sen(qR)—qRcos(qR) 2
(qRr)3

L Ig(q) = N(8p)?VZ 3

Sea n=rp la densidad de longitudes de dispersibn donde 1, =
e?/m,c? = 0.28179x 10 2¢m es el radio de Thompson, se tiene que la seccion

eficaz de dispersion diferencial, para un sistema de particulas esféricas e idénticas es:

sen(qR)—qRcos(qR) 2
(qR)3

az(q) _ 2172
2. ED = Ny [3

Donde N es el numero de particulas por unidad de volumen. La diferencia entre
densidades lineales de dispersion (An) se conoce también como contraste electrénico

entre las particulas y la matriz en la cual estan dispersas.
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Por otro lado, si el tamafio de las particulas se encuentra determinado por una funcion

de distribucion de namero de particulas f(R) la ecuacion 77 se puede escribir de la

forma:
dZsp(q) 2 % o [, sen(qR)—qRcos(qR) 2
73 L = N(an)? [y [3 RO fndR
2.6.3 Dispersion en Suspensiones Coloidales Concentradas.

Cuando se aumenta la concentracion de NPM en la suspension, la distancia entre
particulas se reduce y se empieza a producir interferencia entre las intensidades
dispersada por las particulas individuales. En este caso, se hace necesario introducir una
funcién de correlacion entre pares de particulas (P(r)) que tenga en cuenta estas

interferencias.

De esta forma, la intensidad dispersada por un grupo de NPM cercanas unas a otras es:

74, 1(q) = Ly(q,7) [1 + %fooo Anr? (P(r) — 1) sleqr dr]

P(r) es una funcion de probabilidad que tiende a la unidad a medida que r aumenta, de
forma que si r es una medida de la distancia entre centros de particulas, la ecuacion 74

se reduce a la ecuacion 70 que corresponde a un sistema diluido.

La solucion a la expresion entre corchetes de la ecuacion 74 se conoce como factor de

estructura (S(q)) de forma que:

_ ﬂ 00 2 _ sen qr
75 S(q) = 1+Vf0 4r- (P(r) — 1) p dr

La solucién a la ecuacion 75 depende de la forma del agregado asi como de las

interacciones que mantienen su estructura®.

Expresando la intensidad de dispersion de un sistema denso de NPM en unidades de la

seccion eficaz de dispersion:

az(q) _ dZsp(q)
76. T —S(q).—(le
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Donde dZ,,/dQ es la seccion eficaz de dispersion diferencial de las particulas

individuales.

De esta forma, expresando apropiadamente la intensidad dispersada en unidades de la
seccion eficaz de dispersion, se puede obtener desde una medida SAXS informacion
acerca de la diferencia de densidad electronica entre las particulas y la matriz en la cual
estan dispersas, ademas de parametros morfolégicos como tamario de las particulas y

de su organizacion cuando se disminuye la distancia entre centros de las mismas.

En la siguiente seccion se estudia un modelo de S(q) utilizado para determinar un
ordenamiento de tipo fractal de las particulas. A partir de este modelo, utilizado como
primera aproximacion, se puede determinar el tipo y tamafio de las estructuras formadas

por NPM en suspensiones coloidales.

2.6.4 Factor de Estructura Fractal.

Debido al tipo de interacciones (dipolares y de London-van der Waals) que se presentan
entre las nanoparticulas magnéticas en suspensiones coloidales, se pueden formar
estructuras agregadas cuya masa (M) y nimero de particulas (N) aumentan en relacion
al tamafio del agregado (&) segin una ley de potencia de la forma:

77.  M~EY
Donde dm es la dimension fractal del objeto®.

Los objetos cuyo aumento de masa puede ser descrito por la ecuacién77 se conocen
como fractales de masa. Esta expresion también es valida para objetos euclidianos
normales como cilindros alargados, discos o esferas para los cuales df = 1, 2 y 3
respectivamente, consistente con la nocién comdn de dimensionalidad. Para objetos

fractales, este exponente es un nimero semi-entero.

En contraste, los fractales de superficie son uniformemente densos, pero tienen una
superficie rugosa. Matematicamente un fractal de superficie se puede representar
usando la ecuacion 78, donde S es el area superficial y ds es la dimension fractal de la

superficie.

78.  S~&%
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Para objetos completamente lisos, ds = 2. Para fractales de superficie ds toma un valor

entre 2 y 3 de forma que ds es una medida de la rugosidad de la superficie de un objeto.

En SAXS, un cambio de escala en el vector de onda, corresponde a un cambio en la
escala dimensional del objeto observado, por este motivo la propiedad de auto-
similaridad, caracteristica de las estructuras fractales, puede determinarse a partir de los

patrones de dispersion obtenidos.
Generalizando, la ley de Porod como una ley de potencia:

79. I(Q)Nq_de+ds
Donde p = —2d; + des la pendiente de Porod.
Los fractales de masa tienen exponentes de Porod entre -1 y -3, mientras que los
fractales de superficie presentan exponentes de Porod entre -3 y -4. Para el caso de un

objeto denso y liso se tiene que dr = 3 y ds = 2 lo cual lleva a p =—4 que es el resultado

de la Ley de Porod (ecuacion69).

Si una estructura fractal de dimension dr estd formada por Np particulas individuales de
radio R, el numero de particulas dentro de una esfera de radio r estd dado por la

siguiente expresion:

ds

N(r) = (%)

Ademas, segun la definicion de la funcion de correlacion P(r), el nimero de particulas
entre la distancia comprendida entre los puntos r y r+dr es:

N(r) = gjooélnrz P(r)dr
0

Si el segmento entre ry r+dr se encuentra comprendido en el tamafo de la estructura

fractal se tiene que:
N [© r\4r
— 2 = (-
Vfo 4mr= P(r)dr (R)

De forma que resolviendo la ecuacion anterior se tiene que para una estructura fractal la

funcién de correlacion puede escribirse como:
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1 dN d 1 -
s f Tdf 3

80. Pfractal (r) = 4mr? dr 4’7TNpRTf

Esta funcion debe estar limitada por el tamarfio del agregado (&) por lo cual se introduce

una funcion de corte de tipo exponencial“’:
8l. h(r,é&) =eT/F

Asi el factor de estructura (S(g)) segun la ecuacion 75 es:

sen qr

82.  S(q) = N[, Prracear(r) R(R, &) =L dr

qr
Resolviendo la ecuacion anterior!:

dsT(dg—1) sen[(ds—1)tan"1(qé))]
df df—l
(aR) (1+1/(q9?) "2

83. S(@,R)=1+

Donde T es la funcion gamma.

En la figura 3.12 se observa una curva tipica de 1(q) de NPM esféricas con
polidispersion de tamafio que forman agregados fractales. La curva se dividio en 4

regiones*® seglin la funcionalidad de la curva con q.

10°
10° |

10° |

1(a)

10° |

10° |

107

10° 107 10" 10° 10*

q (nm™)
Figura 2. 11. Curva tipica de intensidad dispersada en funcién del vector de onda q.

Para la region 1 (¢ < 1/) se tiene la zona de Guinier de agregado, de esta region es
posible determinar el tamafio & del agregado. En la region 2 (1/£ < ¢ < 2/R) la intensidad
es proporcional a g~% vy corresponde a una combinacion de la zona de Porod del

agregado con la zona de Guinier de la particula individual de radio R, en esta region es
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posible determinar la dimension fractal del agregado y el tamafio de la particula. En la
region 3 (g > 2/R) se observan los m&ximos y minimos debidos a la intensidad
dispersada por las particulas, en esta region es posible determinar la polidispersion de
tamafno de las particulas. El efecto de la polidispersion de tamafio es borrar estos
maximos secundarios, resultando en una curva mas suave. Finalmente, la region 4
corresponde a la zona de Porod de la particula individual, a partir de la cual se puede

obtener acerca de la superficie especifica de la misma.

2.6.5 Modelo Unificado de Beaucage.

El modelo de unificado de Beaucage* determina la intensidad dispersada por un
agregado de dimension fractal dry radio de giro Rq el cual estd formado por particulas
mas pequefias cuyo radio de giro es Rs. Este modelo propone que la intensidad
dispersada por este agregado se puede representar como una suma funciones de Guinier
y de Porod, tal como se presenta en la ecuacién 84:

g (e
84, I(q)zc;exp[ ]+Bexp[ 3] p, +Gsex?’[ ]+

3 2

N ([erf(quls/\/g)]g)P

Usualmente P = 4 el cual corresponde al exponente de Porod cuando g —oo. Las
constantes G y B corresponden a los coeficientes de Guinier y Porod para el agregado,
mientras que las constantes Gs y Bs corresponden a los coeficientes de Guinier y Porod

de las particulas individuales:

2
85. G, = NAn?V? = NAnp? (4”) RS

3

86. B, = 2mNAn%S = 8ntNAn?R?

Para un sistema con polidispersion de tamafio*®los coeficientes de Guinier y de Porod de

la particula individual se pueden expresar de la siguiente forma:
2
87. G, = NAn*(V) = NAn? (4?") (r®)

88. B, = 2nNAn?(S) = 8tNAn?(r?)
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A partir de los mismos se puede deducir el indice de polidispersion (PDI) el cual esta

determinado por la expresion:

BgRE
1.62 Gg

89. PDI =

Para un sistema monodisperso PDI =1, este valor aumenta a medida que se aumenta la

polidispersion del sistema.

Si consideramos que el tamafio de las particulas sigue una distribucion LogNormal de
mediana ubicada en ro y con una polidispersion o se tiene que los momentos (m) de la

distribucion estan dados por:

202
90. <rm) — romeo m /2
Con lo cual se obtiene que
91. o= /M
12
5RZ
92. To = [3o1207

De igual forma, se puede determinar el grado de agregacion (z), definido como la
cantidad de particulas de radio Rs en el agregado de radio Rg.

93 (RS)‘df/Z
) z= (=

Rg

2.6.6 Patrones SAXS Anisétropos: Ordenamiento Magnético Inducido.

En una suspension coloidal compuesta por particulas magnéticas, se pude producir un
ordenamiento o agregacion de las particulas en la direccion de aplicacion del campo. De
esta forma, se genera una direccion preferencial de orientacion por lo cual el patron de
intensidades dispersada no serd mas isétropo. De igual forma, si hay agregados pre-
existentes en el coloide, se puede inducir una organizacion de los mismos. Los posibles

efectos de aplicacion de campo magnético en un coloide se presentan en la Figura 2.12.

Una comparacion entre un patron de dispersion isétropo y un patréon de dispersion
anisotropos cuando se aplica un campo magnético externo se puede observar en la
Figura 2.13.
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Figura 2.12. Posibles arreglos de las particulas magnéticas dentro de un coloide bajo la accién de un
campo magnético externo (H). (a). Las particulas individuales se alinean en la direccion de H. (b).Los
agregados pre-existentes se orientan en la direccién de H. (c). Los agregados pre-existentes se alinean en
la direccion de H.

Para la Figura 2.13(a) se puede observar un patron de dispersion isétropo el cual es
producido por un sistema de NPM aleatoriamente distribuidas en el espacio. Para un
mismo valor de g, dado por los circulos concéntricos en la figura, se observa un valor de
intensidad constante. En contraste, en la Figura 2.13(b) se observa el patron de

dispersion del mismo sistema pero bajo un campo magnético aplicado.

y-pixels
y-pixels

lq=0.168nm’" =0.168nm"’

220 240 260 280 300 220 240 260 280 300
x-pixels x-pixels

Figura 2.13. (a). Patron de dispersién isotropo producido por nanoparticulas magnéticas dispersas en
agua estudiadas en esta investigacion. El &ngulo acimutal ¢ formado por el vector g y un origen de
referenciase presenta.(b). Patrén de dispersién anisétropo producido por el mismo coloide cuando se
aplica un campo magnético Hz = 39 kA/m. La direccidn de aplicacién del campo se representa por una
flecha en la parte superior. Los circulos concéntricos definen valores de g constantes.

El efecto del campo es generar un orden dentro del coloide, esto produce una
deformacion del patron de dispersion en la direccion perpendicular a la aplicacion del
campo, y como se puede apreciar la intensidad varia para un mismo valor de g. De esta

forma, la intensidad dispersada por las particulas depende del angulo acimutal (¢) 5°.
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El comportamiento de la intensidad dispersada como funcién del angulo acimutal se
presenta en la Figura 2.14. En esta figura se puede observar que para un sistema sin
campo externo no existe dependencia con el angulo acimutal, mientras que para el
sistema ordenado por un campo magnético se observan minimos de intensidad (lu(q))
para los angulos en los cuales el vector g tiene la direccion paralela y antiparalela al
campo aplicado, y maximos de intensidad (l1(q)) para la direccion del vector g
perpendicular al campo magnético.

T A A B B o1l ********
X x " *
* * * %
-1
= nm EER LI | q(nm)
" " " mEEEEEEHR - n " L . * 0,098
— " ., = 0194
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= - o ° { v 0,39
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Figura 2.14. Intensidad dispersada en funcion del angulo acimutal para un sistema (a) aleatoriamente
distribuido y (b) ordenado por la aplicacion de un campo magnético. Estas curvas se obtienen a partir del
analisis de las imagenes de la Figura 3.12.

Empiricamente®® se obtiene que la intensidad como funcion del angulo acimutal y del

campo aplicado esta dada por la ecuacion 94:

94.  1(q,¢) = I,([1 + A(q, H)(sen’¢ — 0.5)]

Donde Io(q) es la intensidad promedio dada por:

Li(q) +1,.(q)

IO(CI) = 2

Y A(q) es el pardmetro de anisotropia definido como:

A(q,H) =2 (M)

9. Ii(@+1.(q)

Resultados experimentales donde se ha utilizado la ecuacién94para modelar intensidad
dispersada en funcion del angulo acimutal en patrones de dispersion anisétropos han
demostrado que el parametro de anisotropia es mayor para valores bajos de q y tiende a

cero cuando g aumenta.
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Puesto que la magnitud de g es inversamente proporcional al tamafio del objeto que
provoca la dispersion, se espera que la anisotropia se observe con mayor intensidad a
bajos valores de ¢, donde el patron de dispersion es causado por estructuras grandes,
mientras que las particulas, mas pequefias, son las responsables del patron de dispersion
a mayores valores de g, de forma que si la particula es isotropa, no se espera un patrén

de dispersion anisétropo en esta zona de la curva.

Ademas del parametro de anisotropia (A(g,H)), a partir de los patrones acimutales de
dispersion, es posible cuantificar el grado de orden dentro del coloide, es decir, si hay

una direccion particular de orientaciones de las particulas, o agregados de particulas*.

Si consideramos un conjunto de particulas donde cada particula tiene un eje de

anisotropia que forma un angulo a con la direccion de aplicacion de H se tiene que el
patron de intensidades dispersadas por este conjunto de particulas estd dado por la
convolucion de la distribucidn estadistica de ejes de anisotropia (D(a)) con la intensidad
dispersada por una sola particula (I°(a)). Debido a la simetria cilindrica que tienen D(«)
y IP(e) la intensidad total dispersada por el sistema también tendra simetria cilindrica y

se puede expresar como una serie de los polinomios de Legendre (P2n)*°:
96. I(a) = Xy=o l2nP2n(cos a)

Donde:
97. L,=0{Aln+1) fOZ”I(a)PZn (cos a) senada

Similares desarrollos se obtienen para D(a) y IP(a). Utilizando la aproximacién de

Deas™ se tiene:

98. I, = ——D,,I?

T an+1 2ni2n

Donde D,, y I}, son los coeficientes de la expansion en serie de Legendre de D(a) y

IP(a) respectivamente.
Lo anterior implica que:

99. (P2n>1 = (PZn)D(PZn)Ip

Donde:

fozn I(a@)Pyp(cos a)sen a da

100.  (Pyp); = [T I(@)sen a da
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De forma que conociendo /(o) y IP(a) se puede determinar a partir de la ecuacion 99 el

parametro de orden determinado por el promedio de las orientaciones dado por{P,,)p:

1 fozn I(a)Pn(cos a)sen a da

101 <P2n)D =

(P2ndp foznl(a)sen ada
Ahora, considerando un maximo en la intensidad dispersada en el angulo oo Se tiene
que:

102.  (Pyu) i = Py,(cos ayp)

Y la ecuacion 101 puede escribirse de la forma:

(P2n>1

P =
< 2n>D PZn(COS ao)

Considerando dos casos especiales a, =0 y a, = m/2 se tiene la dispersion

meridional y ecuatorial respectivamente.

Para el caso meridional:

103.  (Pan)p = (Pop)
Y para el caso ecuatorial:

_ (_1)n22n(n!)2

104. (PZn)D - T<P2n>l

Si el campo magnético se aplica en una direccion perpendicular al haz de rayos X, se
tiene que:
a=¢
Donde ¢ es el angulo acimutal representado en laFigura 3.12.
De esta forma, la distribucion de orientaciones (D (¢)) de las particulas esta dada por:

Pan(cos d)
Pyp(cos ¢g)

105. D(¢) = iz,‘;"zo(ém + 1) (Pyp);

Graficando los polinomios de Legendre en coordenadas esféricas (Figura 2.15), se
puede observar que el polinomio de Legendre de orden 2 (n = 1) representa la principal

aproximacion la contribucion de la anisotropia al patron de dispersion.
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Figura 2. 15. Representacion de los polinomios de Legendre de orden 0, 2 y 4 en coordenadas esféricas.
De esta forma, se puede escribir en primera aproximacion el parametro de orden (S)

como el valor medio del polinomio de Legendre de segundo orden:

(P2)1 f()znl(¢)(3 cos? p—1)sen ¢ d¢
Py(cos o) (3 cos? po—1) foznl(d))sen ¢ do

Ademas se puede determinar el ordenamiento generado en un sistema de NPM por la

aplicacion de campo magnético externo a partir de los patrones SAXS acimutales.
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

Para determinar las propiedades estructurales y magnéticas de las nanoparticulas
magnética (NPM), las suspensiones coloidales y lineas celulares con NPM
internalizadas se utilizaron técnicas de caracterizacion estructural como SAXS, TEM y
AFM vy de caracterizacion magnética como magnetometria d.c.

En este capitulo se describe brevemente los métodos y condiciones de sintesis utilizadas
para la preparacion de los coloides y se presentan las caracteristicas principales de cada

una de las técnicas utilizadas en el desarrollo del trabajo.
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3.1 SINTESIS DE SUSPENSIONES COLOIDALES MAGNETICAS

La fase dispersa de los coloides utilizados en esta investigacion son nanoparticulas
sintetizadas por investigadores de la Universidad de Zaragoza-Espafia, el Instituto de
Ciencia de Materiales de Madrid, el Instituto de Quimica del Sur de Bahia Blanca-
Argentina y el Instituto de Fisica de La Plata-Argentina.

3.1.1 Nanoparticulas de Ferrita de Cobalto Recubiertas con Acido Oleico
(AO@CoFe204)

Nanoparticulas de CoFe;Os de diferentes tamafios fueron preparadas por
descomposicion  térmica*®4’ utilizando acetilacetonato de Fe (Fe(acac)s) y

acetilacetonato de Co (Co(acac)2) como precursores organicos.

Las adecuadas proporciones de Fe(acac)s, Co(acac), acido oleico, oleilamina y los
correspondientes solventes fueron mezclados en atmosfera de N.. Para una preparacién
tipica, 10.4 mmol de Fe(acac)z y 5.2mmol de Co(acac). fueron disueltos en 52 mmol de
acido oleico (AO), 65.4 mmol de oleilamina, 86.5 mmol de 1,2-octanodiol y 150 ml de

solvente.

La mezcla se llevd a 200 °C y se mantuvo a esa temperatura por 2 h para promover la
nucleacion. Después, bajo atmosfera de N2 se llevo hasta el punto de ebullicion del
solvente donde se dejé por un tiempo de reflujo tr para permitir el crecimiento de las
particulas.

Los solventes que se utilizaron durante la sintesis fueron fenil-eter, bencil-eter, 1-
octanodeceno y trioctilamina, los cuales tienes puntos de ebullicion en 538, 573, 593 y
638 K respectivamente, la temperatura de ebullicion de los solventes se utilizé como
parametro de control del tamafio final de particula. La relacion molar de

precursor/surfactante fue de 1:3.
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Cinco diferentes suspensiones coloidales fueron formadas mediante la resuspension de
estas NPM en hexano®® y fueron rotuladas teniendo en cuenta el solvente en el cual
fueron sintetizadas las NPM. En la Tabla 3.1 se listan las suspensiones obtenidas junto
con el solvente utilizado, tiempo de reflujo (tr) y la concentracion [x] de los coloides,
medida como mg de CoFe:Os por ml de hexano la cual fue determinada por

espectroscopia de emisién atdbmica por acoplamiento inductivo (AES-ICP).

COLOIDE SOLVENTE tr (min) [x] (mg/mL)
Che bencil-eter 30 27.8
Coe fenil-eter 60 5.0
Cod octadeceno 30 16.6
Cia trioctil-amina 30 10.8
Ce trioctil-amina 30 13.7

Tabla 3. 1. Nomenclatura utilizada para las NPM de AO@CoFe;04 dependiendo del solvente utilizado.
Se detalla el tiempo de reflujo (formacion) t. y la concentracion expresada en mg de CoFe;O4 por mL de
hexano

3.1.2 Nanoparticulas de Magnetita Recubiertas con Acido Oleico y
Quitosano (CS/AO@Fe30a)

Estas NPM fueron sintetizadas por investigadores del Instituto de Quimica del SUR
(INQUISUR-CONICET) en Bahia Blanca-Argentina®®. Las NPM se fueron sintetizadas
por el método de co-precipitacion® cominmente utilizado para sintetizar magnetita con
algunas modificaciones9. La misma cantidad de quitosano (CS) (450mg) se utiliz6 para
hidrofilizar 300 mg de NPM de Fez:Os recubiertas con AO (3/2 p/p) previamente
sintetizadas con diferentes relaciones de AO/Fes04 (1/1y 4/1).

Para la sintesis de estas NPM, proporciones adecuadas de FeClz-6H2O (0.0121 mol of
Fe3*) y FeSO4 (6.46x10° mol Fe?*) fueron disueltos en 100 ml de agua destilada. La
porcion correspondiente de AO se incorpor6 en la mezcla. Después, de forma
controlada para evitar la agregacion de la magnetita, 25 ml de NaOH 5M fueron

adicionados para precipitar el 6xido y la mezcla se dejé por 30 min para completar la
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formacion de FesOs. La sintesis se realizd a 70°C en atmosfera de N.. La solucion
resultante, de color oscuro, fue decantada y el sobrenadante fue extraido. Agua bi-
destilada fue adicionada para remover impurezas por filtracion, proceso que se realizo
por triplicado. El material solido obtenido se sec6 al vacio en un horno a 45°C durante

toda una noche.

En un segundo paso, se utilizd el proceso de nano precipitacion® para recubrir las NPM
de AO@Fes304 con CS. En este procedimiento se utilizaron 300 mg de AO@Fe304
fueron dispersados en acetona y fueron tratados con ultrasonido durante 15 min.
Después, una solucion de 9.73 mg/ml de CS en acido acético al 50% fue agregada. Las
NPM sdlidas decantan inmediatamente. El sobrenadante fue removido y el material
restante fue re-suspendido en agua destilada. Bajo estas condiciones se obtienen dos
suspensiones coloidales estables, etiquetadas como HD y LD segun sus capacidades
para disipar calor bajo campos de radiofrecuencia, cuyas condiciones de sintesis se

presentan en la Tabla 3.2.

Coloide OA/Fes0; CS/ OA@ FesOs [X] Mgresoa/mL
HD 1/1 312 3.2
LD 41 312 1.7

Tabla 3. 2.Nomenclatura utilizada para de los coloides formados por NPM de CS/OA@Fe304. OA/
Fes04 es la relacién masa/masa entre acido oleico y magnetita y CS/ OA@ Fes04 es la relacion
masa/masa entre CS y OA@Fes04. [x] es la concentracion del coloide.

La concentracion fue determinada por espectroscopia de emisién atémica por
acoplamiento inductivo (AES-ICP) y se corroboré con el método de titulacion quimica

usando como titulante dicromato de potasio.

3.1.3 Nanoparticulas de Magnetita Recubiertas con éacido oleico y acido
dimercaptosuccinico (AO@ Fez0sy DMSA@ Fe304)

Estas NPM fueron sintetizadas por investigadores del Instituto de Ciencia de Materiales
de Madrid (ICMM-CSIC)*’por el método de descomposicion térmica a alta temperatura,

el cual se realiza por via organica y produce particulas que solo se pueden suspender en
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liquidos organicos como el hexano, en un procedimiento adicional se realizé un cambio

de ligando de la capa surfactante de las NPM para tornarlas hidrosolubles.

Las NPM de Fe3Os se obtuvieron por descomposicion térmica de Fe(oleato)s en 1-
octadeceno (punto de ebullicion en 315 °C). Se utilizo &cido oleico y oleilamina como
estabilizadores. La sintesis consiste en un proceso de nucleacion entre 200 y 240°C y un
posterior proceso de crecimiento de las NPM a 300°C. Esto produce tamafios de

particula uniformes.

Para resuspender las NPM en un fase acuosa se utilizO &cido meso-2-3-
dimercaptosuccinico (DMSA). Este ultimo procedimiento consiste en los siguientes
pasos: Primero se realiza la substitucién del ligando de acido oleico a DMSA, lo cual
produce grupos tioles que son oxidados formado puentes disulfuricos. En un segundo
paso se produce la alcalinizacion para incrementar la carga superficial y estabilizar el
coloide por medio de la repulsion electrostatica de las NPM mediada por grupos COO".
Los grupos tidlicos que no llegan a formar puentes disulfuricos son desprotonados a
pH =10 resultando en grupos tiolatos que tienen afinidad por los atomos de Fe y
permiten la sustitucion parcial de fracciones de carboxilato en la superficie de la NPM.
En un tercer paso se realiza una dialisis para remover el exceso de DMSA que no forméd
parte de la reaccion. Finalmente se realizd la esterilizacion del coloide y se fijo el pH en
7'y se pas6 por un filtro de 0.22 um para eliminar bacterias o polvo. En la tabla 3.3 se
listan las suspensiones coloidales estudiadas rotuladas segun recubrimiento y tamafio de
NPM, la capa surfactante, el medio dispersante y la concentracion que fue determinada
por AES-ICP.
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Coloide Capa Surfactante Fase Liquida [X] MQeeso/mL

010 Acido Oleico Hexano 7.1
011 Acido Oleico Hexano -
016 Acido Oleico Hexano 8.8
016B Acido Oleico Hexano 8.6
ODMSAI10 DMSA Agua 14.8
ODMSAI1l DMSA Agua 6.9
ODMSA16 DMSA Agua 2.8
ODMSA16B DMSA Agua 6.5

Tabla 3. 3. Nomenclatura utilizada para de los coloides formados por NPM de DMSA@Fe30.. [X] es la
concentracion expresada en mg de FesO4 por mL de fase dispersante.

3.14 Nanoparticulas de Magnetita Recubiertas con Acido Citrico
(AC@Fe304).

Estas NPM se sintetizaron por investigadores del Instituto de Fisica de La Plata (IFLP-

CONICET) en La Plata-Argentina® utilizando el método de co-precipitacion quimica.

Se disolvieron 2.750 g de FeCls-4H.O en 50.0 ml de agua bidestilada y se dejo
reaccionado esta mezcla dentro del balén bajo atmésfera de N2 durante 5 minutos. A
continuacion se adicionaron 1.010 g de FeCl-6H.0, previamente disueltos en 50.0 ml
de agua bidestilada. Una vez alcanzada la temperatura de reaccion deseada se agrego,
desde bureta, gota a gota 75.0 ml de hidroxido de amonio NH4OH (25 %p/p) hasta
alcanzar un pH final de 10.5. Luego se dejo reaccionar durante 30 minutos mas.
Inmediatamente después, se procedio a la separacion de las NPM utilizando un iman

permanente de 0.1T en su superficie.
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Una vez finalizada la sintesis de las NPM mediante el protocolo anterior, se adiciono al
precipitado de NPM humedas una solucién de acido citrico (AC) de concentracién 0.02
g/mL. Se procedi6 a adicionar directamente el &cido citrico, evitando el paso previo de
neutralizacion y lavado del precipitado negro. De esta forma se aprovecha el exceso de
base retenido en el precipitado (pH ~10.5) para neutralizar el primer proton del &cido
citrico, evitando de esta manera la disolucion de las NPM. Para este fin se les adiciono
al precipitado humedo gota a gota la solucion AC (0.02 g/ml), hasta alcanzar un dado
valor de pH de adsorcion pHad en el rango entre comprendido entre 4.58 y 7.08, luego se
dejo reaccionarla mezcla durante 90 minutos a 60 °C bajo flujo de N2 y finalmente se
llevé a un pH final de suspension pHsusp~ 7.4 empleando una solucién diluida de
NH4OH (0.25 % p/p).

Se realiza una separacion magnética, con un iman permanente de 0.1 T, de esta forma
queda un precipitado en el fondo del recipiente y particulas dispersadas en la solucion,
las cuales no son atraidas por el iméan debido a su estabilizacion con carga superficial.
Las particulas precipitadas se resuspenden en agua y se rotulan con la letra P mientras
que las particulas estabilizadas en suspension y posteriormente dializadas para quitar el
exceso de &cido citrico se rotulan con las letras SD tal como se presenta en la Tabla 3.4.
La concentracion fue determinada por el método de titulacion quimica usando como

titulante dicromato de potasio.

Coloide PHads [X] (Mgreso/ML)
130312-P 4.58 8.0
130312-SD 4.58 10.5
161112-P 6.25 18.1
161112-SD 6.25 3.0
201112-P 5.70 6.9
201112-SD 5.70 9.3

Tabla 3. 4. Suspensiones coloidales formadas por NPM de AC@Fe30.. Se lista el pHags de adsorcion del

acido citrico y la concentracion del coloide llevado a pH fisiologico ~ 7.4.
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3.2 CULTIVOS DE LA LINEA CELULAR CANCERIGENA A549.

Las células A549 son celulas epiteliales de carcinoma pulmonar humano. Fueron
aisladas por primera vez en 1972 por D.J. Giard® a partir de pacientes de género
masculino con cancer de pulmoén. Estas células crecen en monocapa con un tiempo de
duplicacion de 48 horas en fase logaritmica de crecimiento, alcanzando esta fase a las
48 horas de ser repicadas. La morfologia celular se corresponde con las células
epiteliales, presentando numerosos granulos citoplasmaticos, visibles con microscopia

de campo claro o de fase.

Las lineas celulares empleadas crecen en monocapa por lo cual se mantuvieron a 37 °C
en atmosfera controlada al 5 % de CO; en botella de cultivo de 75 cm? hasta el
momento de su utilizacion. El medio de cultivo utilizado fue Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) (Gibco, invitrogen). La esterilidad del medio de cultivo se
realizd haciendo pasar el medio a traves de filtros de 0,22 um de didmetro de poro. A
este medio se le adiciond penicilina/estreptomicina (20 mg/l) (PAA Laboratory, GMBH)
y 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB) (Natocor, Cérdoba). Cuando las células
alcanzaron el 80-90 % de confluencia se procedi6 a repicarlas diluyéndolas 1/3.

Los subcultivos se realizaron despegando la monocapa de células con una solucion
salina isotonica de tripsina estéril (0,5 mg/ml), diluida en buffer fosfato salina, PBS
(phosphate buffered saline) estéril conservada a 4°C, se agregd en cantidad suficiente
para cubrir las monocapas. El desprendimiento de las células se control6 observandolas
con microscopio invertido (Olympus IX-71) y al completarse el mismo se procedio a
adicionar medio de cultivo (DMEM 10% SFB) para diluir la mezcla y neutralizar la

tripsina.

Segun la cantidad de células necesarias para la experiencia, se pueden utilizar botellas
de cultivo de diferentes tamarios, clasificadas segun el area donde se adhieren las
células: grande (17500mm?), mediana (7500mm?) y pequefia (2500mm?). Para
experimentos que no requieran un gran numero de células se pueden utilizar otros

dispositivos de menor area como cajas de Petri (1963 mm?).

Todos los procedimientos que involucren el manejo de células vivas se llevan a cabo en
una cabina de flujo laminar, previamente esterilizada con luz UV, al igual que todos los

elementos necesarios para realizar el cultivo.
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Para determinar el numero aproximado de células en el cultivo, se realiza un conteo en
una camara de Neubauer. Para esto, se toman 300 pl de suspension de células, buscando
homogeneidad en la suspension y se mezclan con300 ul de Azul de Tripan. Las células
muertas se tornan de un color azulado, lo cual las hace diferenciables de las células

vivas al observarlas con el microscopio.

Los procedimientos de internalizacion de NPM se realizaron en cultivos celulares vivos.
Para los experimentos de caracterizacion fisica de las células con NPM internalizadas,
los cultivos se fijaron con paraformaldehido, esto hace que las células permanezcan fijas
en la ultima disposicion que tenian en su vida de cultivo, es decir mantienen forma y
tamafio. Este procedimiento puede realizarse con células en monocapa o con células

suspendidas.

En el proceso de fijado, el cultivo se lava con un Buffer fosfato salino (PBS) para
eliminar restos del cultivo. En el caso de las células fijadas en suspensién, se realiza una

centrifugacion a 1500 RPM por 3 minutos para poder descartar el sobrenadante.

Se agrega a las células una solucion de paraformaldehido al 4% y se deja durante 20-25
minutos, después se realiza otro proceso de limpieza/centrifugacion y se descarta el

sobrenadante.

Una imagen de las células obtenida por microscopia de contraste de fases donde se
puede apreciar la morfologia de las células A549 utilizadas en esta investigacion se

presenta en la Figura 3.1.

Figura 3. 1. Imagen tomada con un microscopio éptico de las células A549
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Las células vivas, se ven de forma alargada y estan adheridas a la superficie sobre la
cual crecen, mientras las células muertas, se ven circulares y estan suspendidas en el

medio de cultivo.

3.3TECNICAS DE CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y
ESTRUCTURAL.

3.3.1 Dispersion de Rayos X a Bajos Angulos.

En general, la técnica de caracterizacion estructural de dispersion de rayos X a bajos
angulos (SAXS) ha sido ampliamente utilizada para determinar el tamafio y forma de
las NPM que forman suspensiones coloidales, asi como el estado de agregacion de las
mismas®>*®. El uso de diferentes modelos de analisis de datos ha permitido conocer con
mejor detalle el tipo de estructuras que pueden formar las NPM dentro de un coloide y

los mecanismos fisicos y/o quimicos que determinan la estabilidad de la estructura®!#8,

En este trabajo se realiz0 la caracterizacion SAXS de los coloides rotulados en la
seccidn anterior formados por NPM en suspension organica y en suspension acuosa con
la finalidad de conocer, ademas de la forma y distribucion de tamafio de las NPM, el
estado de agregacion de las mismas. Estos resultados seran utilizados, en conjunto con
la caracterizacion magnética, para modelar la capacidad de las NPM para generar calor
bajo campos de radio frecuencia y el potencial uso de las suspensiones acuosas para la

terapia por hipertermia magnética.

También se realizo la caracterizacion por SAXS de células internalizadas con NPM para
determinar como se organizan las NPM dentro de los endosomas, y proponer un modelo
para la generacion de color en estructuras magnéticas intracelulares formadas durante la

internalizacién de las NPM.

Finalmente se desarroll6 un dispositivo para aplicar campo magnético constante y
uniforme, de diferentes intensidades, durante la medida SAXS, para asi generar
estructuras de NPM cuya forma y tamafio estaran determinadas por la direccion e

intensidad del campo magnético.
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Los experimentos SAXS fueron realizados en las lineas D11A-SAXS y D01B-SAXS
del Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron en Campinas-Brasil®’*® durante la
gjecucion de las misiones realizadas bajo las propuestas D11ASAXS1-29293,
D01BSAXS2-13714, DO1BSAXS2-14429 y D01BSAXS2-16920. Los dispositivos
necesarios para la realizacion de medidas SAXS en presencia de campo magnético
fueron disefiados, desarrollados e implementados en la linea D01B-SAXS2 durante el
transcurso de esta tesis. Todos los datos fueron registrados a temperatura ambiente
(300K).

Las condiciones experimentales como rango de vector de onda (q), longitud de onda
utilizada (1) y distancias (L) entre la muestra y el detector, asi como el detector utilizado
se presentan en la Tabla 3.5 para las diferentes muestras utilizadas en esta investigacion.

Estacion ot
Muestra Experimental qg(m?b)  rA) L (mm) Fuente Detector

AO@Fe;0, D11A-SAXS 0.06-6.00 1.488 659y 1760 Sincrotron Pilatus 300K
CS/IAO@ Fes0,  DO1B-SAXS 0.06-3.00 1.822 975y 1977 Sincrotron ~ MAR165-CCD

AC@ Fes04 D01B-SAXS 0.06-4.00 1.822 975y 1977 Sincrotron MAR165-CCD

D01B-SAXS 0.06-5.00 1.822 573y2083 Sincrotron MAR165-CCD
DMSA@ FesOs  DO01B-SAXS 0.07-5.50 1.550 610y 1976  Sincrotron MAR165-CCD
NANOSTAR 0.08-3.50 1.541 1070 Xenox (Cu)  Multi-Wire HiStar

Cultivos celulares  DO1B-SAXS ~0.07-550 1.550 610y1976  Sincrotron  MAR165-CCD

Tabla 3. 5. Condiciones experimentales utilizadas para realizar los experimentos de SAXS.

También se utilizd la cdmara SAXS Nanostar del Laboratorio de Cristalografia del
Instituto de Fisica de la Universidad de Sao Paulo (IFUSP) la cual utiliza una fuente de
rayos X Xenox-Genix 3D Cu-ULD de ultra baja divergencia sellada al vacio. Una
aleacion de carbdn vitreo y aluminio, como patrén de transmitancia conocida (Tcval =
0.009294) para determinar la transmitancia de la muestra, a diferencia de las lineas de
luz del LNLS donde la intensidad incidente y la intensidad transmitida se mide con una

fotomultiplicadora ubicadas antes y después de la muestra.

En todos los experimentos la camara fue previamente calibrada usando el patron de

difraccion de la estructura laminar del behenato de plata®. La suspension coloidal se
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inyectada entre dos discos de Mica-Rubi de 25 pm de espesor cada uno para los
experimentos en el LNLS y en un capilar de vidrio de 2 mm de diametro para las
experiencias en el NANOSTAR.

En la Figura 3. 2 se presenta una fotografia de las instalaciones SAXS del LNLS (a) y
del IFUSP (b).

Figura 3. 2. (a) Camara SAXS de la linea DO1B-SAXS del Laboratorio Nacional de Luz Sincrotrén
(LNLS) en Campinas-Brasil. (b) CAmara Nanostar de SAXS en el Laboratorio de Cristalografia del
Instituto de Fisica la Universidad de Sao Paulo-Brasil (IFUSP).

La radiacion de fondo o background y la intensidad dispersada por el solvente fueron
sustraidas de los datos, previamente corregidos por la absorcion. Después de eso,
utilizando agua como patron®, se expreso la intensidad medida en unidades arbitrarias
(1(9)) en unidades absolutas, es decirse obtiene la seccion eficaz de dispersion (0%/0Q)

encm™.

El uso del agua como patrén se justifica puesto que su seccion eficaz de dispersion no

depende del vector de onda como se puede ver en la siguiente expresion:

ax

107. = NaguaksTxr = 1.632x1072 cm™!

dQqgua

Donde 7agua €S la densidad de longitudes de dispersion del agua, T la temperatura y yres

la compresibilidad isotérmica del agua.

Asi, siendo Ip(q) y dZp/dQ la intensidad dispersada y la seccién eficaz de dispersion de
la muestra patron, la seccién eficaz de dispersion de un objeto cualquiera obtenida bajo

las mismas condiciones utilizadas para muestra patron puede expresarse de la forma:

as(q) _ dZp/dQ
108. 0 = 1(q) @
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Ademas de expresar la intensidad dispersada en unidades absolutas, el uso de muestras
patron también permite obtener una Unica curva para todo el rango de g por medio del

pegado de datos obtenidos con diferentes longitudes de cadmara.

g
(a) 10 b "-q.“\ (b)
: [ ]
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001}

1
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Figura 3. 3. (a)lmagen del patrdn de dispersion bidimensional (SAXS-2D) captada por la cAmara CCD
para la muestra ODMSA11. (b). Perfil unidimensional obtenido para la misma muestra a partir de la
integracioén de la imagen SAXS-2D.

En la Figura 3.3 se presenta el patron de dispersion bidimensional (SAXS-2D) obtenido
para la muestra ODMSAL11 y su correspondiente perfil unidimensional. En la imagen de
SAXS-2D se pueden observar anillos de diferentes diametros que corresponden a los
méaximos de intensidad observados en la figura 3.3(b). El diametro de los circulos de
mayor intensidad corresponde a un dado valor de vector de onda g, determinado con la

previa calibracion del equipo.

Para obtener el perfil de la Figura 3.3(b) a partir de la imagen de SAXS-2D, se realiza
una integracion a lo largo de una circunferencia cuyo radio igual a g. Para cada valor de
g se obtiene un valor promedio de la intensidad dispersada. El rango de g esta
determinado por la longitud de la camara, es decir la distancia entre la muestra y el

detector.

Para la observacion de células por SAXS se utilizo una concentracion de entre 10° y 10°

células/mL suspendidas en PBS y fijadas previamente.
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3.3.2 Microscopia Electronica de Transmision.

La técnica de microscopia electrénica de transmision (TEM) se utilizd para determinar
tamano, dispersion de tamafio, y cristalinidad las NPM y para el analisis de cultivos
incubados con las suspensiones coloidales. Diferentes equipos se utilizaron para
registrar las iméagenes de las diferentes muestras, un listado de los equipos y sus
principales caracteristicas, como potencial acelerador de los electrones (V) y resolucion

se presenta en la Tabla 3.6.

Las imagenes obtenidas en el TEM JEM3010 fueron adquiridas por un colaborador
durante la ejecucion de la propuesta TEM-14825 y por mi parte durante la ejecucién de
la propuesta propia TEM-16901 del Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LNNano)

en Campinas-Brasil®?.

Este microscopio permite observar NPM individuales y en el modo de alta resolucion
también se pueden identificar los planos cristalinos de la particula y asi determinar su
composicion. Cuenta con un filamento de LaBs y un potencial acelerador de los
electrones de 300 kV y una resolucién de punto de 0.17 nm. Una foto del HR-TEM del
LNNano se presenta en la Figura 3. 4(a). Para observar muestras bioldgicas un se utilizé
un portamuestras criogénico enfriado con nitrogeno liquido. Una foto de este

portamuestras se presenta en la Figura 3. 4(b).

Muestra TEM V(kV) Resolucién (nm)
AO@Fe304 Tecnai T20* 200 0.14
CS/AO@ Fe304 JEOL 3010 300 0.17
AC@ Fe304 JEOL 3010 300 0.17
DMSA@ FesOs  JEOL 2000FXI1I 200 0.14
JEOLM 3010 300 0.17

Cultivos celulares )
JEOL 1200EXII  40-120 (variable) 0.35

Tabla 3. 6.Principales caracteristica de los equipos utilizados en microscopia electronica de
transmision.*Estas medidas fueron realizadas por un colaborador del Laboratorio de Microscopias

Avanzadas de la Universidad de Zaragoza.
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Las imagenes TEM de los cultivos celulares también fueron tomadas en el TEM JEOL
1200 EXII del Servicio Central de Microscopia Electronica de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad Nacional de La Plata®?. Una foto de este equipo se

presenta en la Figura 3. 4(c).

Para la observacion de NPM, la muestra se prepara secando una gota de la muestra
sobre una grilla de carbono a una disolucion tal que permita la observacion de particulas

individuales en el campo de observacién del microscopio.

Para visualizarlas células en TEM, los cultivos celulares, incubados bajo distintas
condiciones, fueron fijados en monocapa con una disolucién de glutaraldehido al 2%, la
solucion se mantuvo a 4°C durante dos horas para obtener un buen fijado y el
levantamiento de las células de la superficie donde se encontraban adheridas.

Figura 3. 4. Fotografia del microscopio (a) HR-TEMJEOL 3010 del LNNano. (b) Portamuestras
criogénico para medir muestras bioldgicas del HR-TEMJEOL 3010 del LNNano. (c) Microscopio TEM
JEOL 1200 EX Il de la Fac. de Veterinaria de la UNLP.
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La solucion de glutaraldehido y ceélulas se centrifuga a 1500 rpm por 2 minutos, se

desecha el sobrenadante y se lava con solucion fosfato salina (PBS).

Las células son resuspendidas en una resina invisible a los electrones la cual se
solidifica y es cortada en fragmentos de 60 nm de espesor, se agrega una grilla para
identificar las diferentes zonas de la muestra y se agrega tetroxido de Osmio para
aumentar el contraste y favorecer la visualizacion de las células. Estos cortes son

utilizados para visualizar las células en cualquier microscopio TEM.

3.3.1 Microscopia de Fuerza Atomica.

La microscopia de fuerza atomica (AFM) es una técnica que permite medir
directamente el tamafio de una particula. Para realizar la medida en el AFM los coloides

se diluyeron hasta una concentracion de 1/10* desde la concentracion original.

Para asegurar la observacion de particulas individuales, las NPM fueron fijadas,
secando una gota del coloide a 45°C durante 12 horas, en una superficie limpia de mica-
moscovita grado V-1.La observacion se realizé a temperatura ambiente en atmdsfera de
aire utilizando el método estandar de semicontacto en un microscopio NT-MDT Solver
Pro del Laboratorio de Microscopia de Fuerza Atomica y Magnética del IFLP. El
mismo estd equipado con una punta de silicio APPNANO-ACTA utilizada para
imagenes de alta resolucion. El cantiléver rectangular tiene una constante de fuerza
de40 N/m, frecuencia de resonancia de 281.8 kHz y una punta de 6 nm de radio de

curvatura. Una fotografia del equipo utilizado se presenta en la figura 3.5.
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Figura 3. 5. Fotografia del microscopio de fuerza atdmica utilizado en esta investigacion

3.3.2 Dispersion Dindmica de Luz.

La dispersion dinamica de luz (DLS, por sus siglas en inglés de Dynamic light
Scattering) es una técnica fisico-quimica empleada para la determinacion de la
distribucion de tamafios de particulas en suspension, o macromoléculas en solucion tales

como proteinas o polimeros®?,

El movimiento Browniano de las moléculas en suspension causa que la luz de un laser
sea dispersada en diferentes direcciones con diferente intensidad. El analisis de las
fluctuaciones en la intensidad permiten conocer la velocidad del movimiento browniano
y por lo tanto el tamafio hidrodinamico (Dw) de las particulas por medio de la aplicacion
de la ecuacion de Stokes-Einstein:

_ kgT
B 3mn Dy

Dy

Donde n es la viscosidad del medio donde se encuentran dispersas las NPM y Ds es la
constante de difusion de la particula en el medio y tiene que ver con su velocidad y la

fuerza de friccion que ejerce el medio.

Para las muestras de AC@Fe304, las medidas de tamafio hidrodinamico se realizaron a
90°midiendo la dispersion a de un laser de helio-nedn (22 nW) con un goniémetro
ALV/CGS-5022F y un Correlador Multiple Digital ALV- 5000/EPP.
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El tamafio hidrodinamico para las NPM de CS/AO@Fes04 fue determinado con el
equipo Malvern Zetasizer NanoZS90. Se utilizaron 0.1mgnem/mL a pH = 5.5, la cual
fue sonicada por 1 hora antes de la medida. Un equipo similar fue utilizado para
determinar el tamafio hidrodinamico de las NPM de AO@Fe30s y DMSA@Fe304, de

las cuales se tomd una disolucion de 0.5 mgnem/mL a pH = 7.

3.4 TECNICAS DE CARACTERIZACION MAGNETICA

Las medidas magnéticas se realizaron con NPM secas y en suspension. Para medir las
NPM secas se tomaron 100 pL de la suspension coloidal se secaron en un horno a 45°C
durante 12 horas. La masa de la fase magnética obtenida después del secado depende de
la concentracion de cada coloide.

Para as medir las NPM en suspension coloidal, se tomaron entre 50 y 100 pL de
muestra, las cuales fueron selladas en portamuestras de material termocontraible. La
masa de la fase magnética se calcula con la concentracion de cada coloide y el volumen

tomado en cada alicuota.
34.1 Magnetometria d.c.

En la magnetometria d.c., un campo magnético constante (H) es aplicado sobre la
muestra a una temperatura T, la cual adquiere una magnetizacion (M) que depende del
tipo de material magnético. La forma de generar el campo y determinar el valor de M
depende de cada técnica, en esta investigacion se realizaron medidas de magnetometria
de muestra vibrante (VSM) en el Instituto de Fisica de La Plata (UNLP), magnetometria
SQUID en el Laboratorio de Bajas Temperaturas (UBA) y el sistema para medida de
propiedades fisicas (PPMS) en el Laboratorio de S6lidos Amorfos (UBA).

En el VSM se pueden medir curvas de magnetizacion en funcion del campo magnético a
temperatura ambiente entre hasta £2 T, mientras que en el magnetometro SQUID y

PPMS se pueden hacer medidas hasta £7 T desde una temperatura de 2K hasta 400K.

De igual forma, tanto en el magnetometro SQUID como en el PPMS se pueden realizar
medidas de magnetizacion en funcion de la temperatura, las cuales se conocen como

procedimientos Zero Field Cooling (ZFC) y Fiel Cooling (FC).

En el procedimiento de ZFC, la muestra se lleva hasta 5K con campo cero. En este caso,

tanto los ejes de anisotropia como los momentos magnéticos se encuentran
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aleatoriamente distribuidos. Después se aplica un campo magnético pequefio (entre 50 y
100 Oe) que no supere el campo necesario para que la muestra responda dentro de la
teoria de respuesta lineal. La medida se hace aumentando la temperatura a una

velocidad de 5 °K/min.

La medida FC se lleva la muestra a 5K en presencia de un campo magnético pequefio
igual al campo con el cual se realiz6 el ZFC. La medida puede realizarse tanto bajando

la temperatura como subiendo a la misma tasa r que se utilizé en el ZFC.

Un resultado tipico de un resultado ZFC-FC se presenta en la Figura 3. 6 (a). La
dispersion de tamafio resulta en una dispersion de temperaturas de blogueo. En esta
figura se puede observar que la curva de ZFC presenta un méximo a la temperatura Tmax,
este punto determina la temperatura a la cual la mayoria de las particulas pasan de un
estado bloqueado a un estado desbloqueado. El punto determinado por la temperatura de
irreversibilidad (Tirr) indica la temperatura a la cual todas las particulas se han
desbloqueado y el sistema responde como un sistema superparamagnético puro cuya
magnetizacion disminuye segun la Ley de Curie (como 1/T). A temperaturas mayores

que Tirr las curvas de ZFC y FC coinciden.
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Figura 3. 6. (a) Resultado tipico de un procedimiento ZFC-FC obtenido con un magnetémetro SQUID.
(b) Determinacién de la temperatura de bloqueo media utilizando los protocolos ZFC y FC. La linea
continua roja representa una distribucion gaussiana que determina la distribucion de temperaturas de

blogueo.
La temperatura de bloqueo media (<Tg>) se determina realizando la diferencia entre las
curvas FC y ZFC y derivando con respecto a la temperatura, de esta forma se obtiene
una funcion de distribucion de temperaturas de bloqueo, donde <Tg> se puede

determinar a partir de un ajuste con una funcion de distribucion apropiada®*.
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3.4.2 Magnetocalorimetria: Medida de La Velocidad Especifica De

Absorcion.

Las medidas de disipacion de calor fueron realizadas en las facilidades del IFLP-
CONICET.

Figura 3. 7.1zquierda: Circuito resonante RLC utilizado para producir el campo magnético de
radiofrecuencia sobre la muestra. Derecha: Se observa la disposicion del coloide dentro del portamuestras
centrado respecto de la bobina.

Un volumen conocido, entre 0.5 y1.0 mL de suspension coloidal, se sitia dentro de un
termo de vidrio en el cual se ha realizado vacio, disefiado especificamente para evitar
pérdida de calor de la muestra hacia el medio, tal como se presenta en la Figura 3. 7. El
cambio en la temperatura del coloide cuando se aplica un campo magnético de
radiofrecuencia fue monitoreado con una sonda de fibra Optica marca Neoptics que

permite una lectura de temperatura con una precision de +0.1°C.

Una fuente de corriente a.c. marca Huttinger (2.5/300) que permite variaciones de
corriente entre 0 y 15.2 A y una potencia maxima de 2kW fue utilizada para alimentar
un circuito RLC a una frecuencia determinada. La frecuencia de resonancia, en el rango
de la radiofrecuencia (RF) del circuito fue controlada variando el valor de la
capacitancia y la inductancia del circuito RLC. Una bobina externa 5 espiras con un
diametro de 5 cm y altura 3.7 cm, fue utilizada para generar un campo magnético a.c.
con frecuencia igual a la frecuencia de resonancia del circuito RLC la cual puede variar

entre 45 y 267 kHz. La muestra se sitda en el centro geométrico de esta bobina.
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Cuando el coloide se somete a campos magnéticos de radiofrecuencia absorbe energia
del campo transforméndola en energia interna, lo cual en condiciones adiabéticas es un
aumento de temperatura (47), de forma que la potencia (P) entregada al coloide en el

intervalo de tiempo At es:

109. P = ch—T
At

Donde m y c son la masa y el calor especifico del coloide. De igual forma, siendo p la
densidad del coloide y [x] su concentracion, definida como la masa de material
magnético por unidad de volumen, podemos definir la potencia especifica (Pm) por

unidad de masa como:

110. P, = %AA—Z

En el Sistema Internacional de Unidades, la potencia definida tal como se presenta en la
ecuacion 110 tiene unidades de W/kg y define la medida calorimétrica del SAR.

c AT
111. SAR =£2£Z=
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Figura 3. 8. Curvas de calentamiento de una suspensién coloidal magnéticas y de su fase dispersante o
liquido base. La temperatura se midié con la fibra dptica Nedptics. EI campo RF fue producido con la
fuente a.c. configurada para f = 256 kHz y Ho = 52 kA/m.

En la figura 3.8 se presentan curvas de calentamiento, para f = 256 kHz y H, = 52
kA/m, obtenida para una suspension coloidal (cuadros negros) y su correspondiente fase

dispersante (circulos azules).
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Para determinar AT/At, se mide primero el calentamiento de la fase dispersante (en
nuestro caso serd agua o hexano) bajo las mismas condiciones de campo y frecuencia a
las cuales se mediran los coloides, y se establece la temperatura de equilibrio (Teq) que
equivale a la maxima temperatura que alcanza el liquido por accién del campo de radio

frecuencia.

Después se mide el aumento de temperatura de la suspension coloidal, la curva
resultante se ajusta con una ecuacion exponencial (curva continua roja de la Figura 3.8)

del tipo:
T =A—Be /b
Siendo, A, B y b los parametros de ajuste.

De esta forma, se calcula la pendiente para el valor del tiempo (tr) en el cual el coloide

alcanza la Teq de la fase dispersante:

112, AT _ A ,-tr/b
At b

Para el caso de las NPM dispersas en hexano, se utiliza T =27°C como temperatura de

equilibrio y para el caso de NPM dispersas en agua se utiliza Teq = 25 °C.
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CAPITULO 4: CARACTERIZACION
ESTRUCTURAL DE SUSPENSIONES
COLOIDALES MAGNETICAS.

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion estructural de
las suspensiones coloidales. Se presentan principalmente los resultados de las técnicas
de microscopia de transmision de electrones (TEM) y dispersion de rayos X a bajos
angulos (SAXS), con las cuales se determina la forma, tamafio, polidisersidad y la

estructuracion de las NPM en suspensiones coloidales.

De estos estudios, se observa que las NPM en las suspensiones coloidales pueden estar
aisladas o formando agregados de NPM cuya forma y estabilidad depende de la
competencia entre las energias de interaccién que tienden a agrupar a las NPM vy las

energias de interaccion que tienden a desagrupar las NPM.
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4.1 NANOESTRUCTURACION DE NANOPARTICULAS DE
AO@CoFe204 DISPERSAS HEXANO

En esta seccion se estudian la estructuracion de las NPM en los coloides sintetizados y
rotulados segun el protocolo presentado en la Tabla 3.1. Debido al tipo de capa
surfactante que tienen estas NPM, las mismas son hidrofdbicas, lo cual las hace
insolubles en medios acuosos y no pueden ser aplicados en hipertermia magnética

intracelular.

El interés en estos coloides se debe a que, por su metodologia de sintesis, estan
formados por sistemas de particulas con muy baja polidispersién de tamafio. Esta
caracteristica facilitard estudiar estos coloides con la técnica SAXS y aplicar en sus
analisis diferentes modelos tedricos que seran de utilidad en el estudio de la estructura

de los coloides biocompatibles.

Utilizando la técnica de TEM, se obtuvieron imagenes de las NPM de estos coloides y
se pudo determinar la forma y tamafio de las particulas®®. En la Figura 4.1 se presentan

las imagenes y los correspondientes histogramas de tamafio para las muestras Cod y Cia.

El tamafio de las NPM (Drem) Yy su desviacién estandar (s.drem), resultado de ajustar una
distribucion Gaussiana al histograma se presentan en la Tabla 4. 1 para todos los
coloides formados por NPM de AO@CoFe20a.

En la Figura 4. 1, se observa que las particulas son esféricas y con baja dispersion de
tamafo. También se aprecia un grado de agregacion inducido por el secado del coloide
sobre la grilla para observacion de TEM. Una estimacion del espesor de la capa

surfactante que envuelve a cada NPM se puede estimar de la separacion entre particulas.
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Figura 4. 1.(a, b).Imagen TEM de las NPM del coloide Cqq. (C)Histograma resultado del conteo de
particulas ajustado con una funcién de distribucion de LogNormal de tamafio de particula de Coq.(d,
e).Imagen TEM de las NPM del coloide Cia. (f)Histograma resultado del conteo de particulas ajustado

con una funcién de distribucion de LogNormal de tamafio de particula de Ca.

En la Figura 4. 2 se presentan las curvas de intensidad dispersada por las NPM en

funcion del vector de onda, obtenidas para los diferentes coloides.

dz/do (cm™)
ds/do (cm™)

4 6 8 10 12 14 16 18 20

) D (nm) X

0.1 ! 10 B
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Figura 4. 2. Patrones de dispersion SAXS. Seccion eficaz de dispersion 0X/0Qen funcion del vector de

onda q(a). Para las muestras Cpe ¥ Coq ¥ (b) para las muestras Cpe, Cia, Cie. Las lineas continuas
representan los mejores ajustes obtenidos con las ecuaciones113 y 118. Las figuras internas corresponden
a las distribuciones LogNormal obtenidas de los ajustes para cada coloide.
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Los patrones de dispersion estan en figuras diferentes puesto que no todos tienen las

mismas caracteristicas y por eso se presentan agrupados segun similitud.

Las curvas de dispersion correspondientes a los coloides Cre y Cod COrresponden a
patrones que son tipicos de sistemas de particulas aisladas, presentan un
comportamiento cercano a la ley de Guinier en la region de bajos valores de g,
indicando baja polidispersion y agregacion de NPM baja o nula. En la parte central de
las curvas se observan los maximos secundarios suavizados por el tamafo finito de la
distribucion de tamafios y para el rango de valores mayores de q se observa el efecto del

fondo o background que esconde el comportamiento determinado por la Ley de Porod.

Por otro lado, los patrones de dispersion de las muestras Cpe, Cia y Cig difieren de los
patrones obtenidos para las otras muestras. A bajos valores de g se observa que
dZ(q)/dQ se comporta como una ley de potencia, en lugar de la ley de Guinier, lo cual
indica que las NPM se encuentran formando agregados en el coloide. De esto se deduce
que la intensidad dispersada se comporta como una ley de potencia con un exponente
semi-entero correspondiente a la intensidad dispersada por un fractal de masa. Para
visualizar lo anterior, se agregaron dos rectas en la Figura 4.2(b) que representan
dz(q)/dQ como funcién de gy g2.Por tal motivo, las curvas de SAXS obtenidas de
NPM de AO@CoFe204 fueron ajustadas con el modelo de fractal de masa, donde la

seccidn eficaz diferencial de dispersion en funcién del vector de onda es:

dx
113.  ——(q) = N,P(q)S(4$, R,) + bkg

Donde P(q) es el factor de forma de particulas simétricas esféricas polidispersas con

didmetro medio en Do:
114.  P(q) = [;” g(R)F?(q,R)dR

Donde g(R) es la distribucion numero de tamafios de particula y F(q,R) es el factor de

forma para particulas esféricas monodispersas de diametro D.

Para tener en cuenta la agregacion de las NPM, el analisis de las curvas de dispersion
fue realizado utilizando el factor de estructura S(qé,Ro) derivado del modelo fractal de

agregacion.

dsT(dg—1) sen[(ds—1)tan~*(q¢))]

df df—l
(Ro) (1+1/(q6)?) "7

115. S(q&,R,) =1+
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Donde ds es la dimensidn fractal del agregado.

Las densidades de longitudes de dispersion (i) calculadas para CoFe2Oa, &cido oleico y
hexano son 3.942x10° nm2, 0.807x10° nm? y 0.646x10° nm respectivamente. Sin
embargo, el contraste electronico (A7) entre el acido oleico y el hexano es muy pequefio
en comparacion con el contraste entre la fase magnética y el hexano. Esta situacion hace
que la capa surfactante sea casi indetectable por SAXS, motivo por el cual, se utiliza el
factor de forma esférico, tal como se describe en la ecuacion 116, en lugar de un factor
de forma tipo “core/shell” que tenga en cuenta tanto el tamafio de la particula como el

espesor del recubrimiento. El factor de forma esférico resulta:

sen(qR)—qRcos(qR)
(qRr)3

116. F(q,R) = 3AnY,

El estudio de las iméagenes de TEM de las NPM indica que una funcion LogNormal
representa muy bien la distribucion de tamafios de particula (f(R)) como se ve en las

Figuras4.1cyf.
117. f(R) = ﬁe—lrﬁmmo)/mz

Donde R, representa la mediana de la distribucion LogNormal y o es su dispersion. El

valor medio se calcula a partir del primer momento o valor esperado:

2
<Dsaxs) = ZDoeo /2

Con una desviacion estandar igual a:

S.dsgxs = (Dsaxs>V e’ —1

Las curvas SAXS obtenidas de los coloides en la Figura 4. 2(a) fueron ajustadas
teniendo en cuenta el modelo propuesto en la ecuacion 113 (lineas continuas), con

S(q&,Ro) =1, esto es, se considera que las NPM estan aisladas y no forman agregados.

Para los coloides presentado en la Figura 4. 2(b), no fue posible realizar un buen ajuste,
para todos los valores de g, utilizando la ecuacion 113 aun considerando valores para
S(g&,Ro) diferentes de 1. Considerando que el modelo no contemplaba una posible
agregacion parcial se lo modificé incluyendo un pardmetro a que considere la fraccion
de NPM agregadas coexistiendo con (1- «) particulas no agregadas, tal como se presenta

en la ecuacion 118.
118. Z—i (@) = Ny[1 —a + aS(qé,D,)]P(q) + bkg
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Se puede observar en la Figura 4. 2(b) que el modelo propuesto en la ecuacion118,

representado por lineas continuas, es adecuado para ajustar los datos en todo el rango de
q.

En el rango de qé<<1, los datos deberian presentar una tendencia a la saturacion debido
al tamafo finito del agregado. Este comportamiento no se observa por que el corte

relacionado con & se encuentra fuera del rango de medida utilizado y determinado por la

longitud de la camara SAXS.

Un andlisis de la funcion S(q&Ro) demuestra que la misma es mas sensible a los
cambios en Ro y drf que a los cambios en & Por este motivo los ajustes se realizaron
fijando & = 27/qm=100 nm, el cual es el maximo tamario observable para qm= 0.06 nm™
que corresponde al minimo valor del vector de onda que fue posible medir con la

configuracién del equipo utilizado.

Los parametros de ajuste obtenidos utilizando los modelos presentados en las
ecuaciones113 y 118 junto con el analisis de tamafio de particula realizado en las

imagenes TEM se presentan en la Tabla 4. 1.

Coloide X Dsaxs) 5 lhas Drem 'fE?/I d A1 *
(mgcore204/ml) (nm) (nm) (nm) (nm) (103 nm?)
Cre 27.8 8.35 0.56 8.80 0.63 - 2.90 0
Cod 5.0 13.27 0.60 1326  0.56 - 3.13 0
Cpe 16.6 3.77 0.39 5.00 0.37 1.33 3.55 0.34
Cia 10.8 10.89 0.80 1080 0.73 299 1.22 0.38
Cwis 13.7 11.29 0.95 1312 140 2.89 1.47 0.20

Tabla 4. 1. Pardmetros estructurales determinados con TEM y SAXS. [X] es la concentracién del coloide,
(Dsqxs)es el valor medio del didmetro de particula obtenido desde SAXS y S.dsaxs €S Su desviacion
estandar. ds es la dimension fractal de los agregados, A7 es la diferencia de contraste electrénico entre las
MNP y el hexano, « es la fraccion de NPM agregadas, Drem Y s.drem son el didmetro medio y su

distribucion estandar obtenida desde el ajuste gaussiano de los histogramas TEM.

Se observa que los valores obtenidos con TEM de tamafio de particula y su dispersién

concuerdan con los valores obtenidos con SAXS. Cabe resaltar que en la técnica SAXS
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el nimero de particulas caracterizadas para determinar el tamafio de particulas es mucho
mayor que el nimero de particulas caracterizadas en TEM, esto se debe a que la zona de
muestreo en SAXS es mucho mayor que la zona de muestreo en TEM. Para un tamafio
del haz de rayos X de 3x1 mm, se tiene que el nimero de NPM en esta zona se
encuentra entre 108 y 10'°, mientras que en una imagen TEM solo unos cuantos cientos

de NPM pueden ser visualizadas.

Los valores de Azn son similares al valor tedrico del contraste entre las NPM de
CoFe;04 y hexano (3.296x10° nm?) aunque para las muestras Cwy Cw el valor
obtenido es considerablemente mas bajo. Estas muestras presentan un exponente fractal
cercano a 3, lo cual indica que forman estructuras tridimensionales, por lo tanto la
densidad electrénica del agregado que no es totalmente compacto es menor que la de la

particula y por tanto resulta en una disminucion del contraste electrénico.

El tipo de auto-organizacion de las NPM dentro del coloide se puede inferir a partir de
los valores obtenidos para dr. Para la muestra Cpe Se obtuvo un valor para dr cercano a la
unidad, lo cual indica la presencia de una estructura tipo cadenas conectadas, mientras
que una estructura tridimensional més densa y compacta se puede inferir para las

muestras Cia y Cig para las cuales se obtuvo un valor de df méas cercano a 3.

Las medidas de SAXS permiten afirmar que los coloides formados por NPM de
CoFe;04 recubiertas con acido oleico y dispersas en hexano, presentan diferentes
estructuras: una suspension completamente homogénea se obtiene para los coloides
formados por NPM sintetizadas con bencil-eter y octadeceno (Cpey Cod) Y UNa
suspension en la se presentan agregados que coexisten con particulas libres para los

coloides formados por NPM sintetizadas con fenil-eter y trioctil-amina (Cpe, Ctay Cig).

La auto organizacion y agregacion de las NPM es el resultado de la competencia entre
las interacciones anisotropas, como al dipolar magnética que favorece la formacion de
estructuras lineales, las interacciones isotropicas, como la interaccion de van der Waals
que favorece la formacion de estructuras mas compactas y tridimensionales, y la
interaccion estérica que impide la interpenetracion de las NPM. Estas interacciones se

estudiaran con més detalle en el capitulo 7.
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4.2 NANOESTRUCTURACION DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS
DE CS/AO@FesO4 DISPERSAS AGUA

Los coloides estudiados en esta seccion, fueron sintetizados y rotulados segun el

protocolo presentado en la seccion 3.1.2 (Tabla 3.2).

En la seccion anterior, se estudiaron NPM recubiertas con AO, las cuales presentan baja
polidispersion debido el método utilizado para su sintesis. Para aplicaciones biomedicas,
el recubrimiento de estas NPM deben ser modificados para permitir su resuspension en
un medio acuoso. Es decir el recubrimiento es intercambiado con una capa surfactante

que sea poco toxica e hidrdfila.

Por este motivo, en esta seccion se estudia la estructura de suspensiones coloides
acuosas con NPM de AO@FesOs recubiertas con quitosano (CS) y como esta

modificacion afecta las propiedades estructurales de estos coloides®.

Para determinar el tamafio de las NPM vy de las estructuras que se forman en el coloide
se utilizaron las técnicas de AFM, TEM, DLS y SAXS.

Los andlisis de las imagenes TEM se realizaron midiendo el didmetro de
aproximadamente 200 particulas. Los histogramas obtenidos se ajustaron con una
distribucion gaussiana de tamafios de particula de valor medio Dtem y desviacion
estandar s.dtem, tal como se presenta en la Figura 4. 3. Ademas de esto, las imagenes
muestran que el coloide estd compuesto por particulas de CS al interior de las cuales se
encuentran las NPM de AO@Fes304. Para la muestra HD, las NPM se encuentran
formado agregados, mientras en la muestra LD las NPM se encuentran separadas unas
de otras una distancia media entre superficies de 3 nm.

El radio hidrodinamico (Rn) de las particulas, obtenido a partir de medidas de
Dispersién de Luz (DLS), de la muestra LD es 2.4 veces mayor que para la muestra HD,
(ver Tabla 4.2). Considerando que Rn es una medida que incluye el tamafio de la
particula asi como el arrastre que se produce entre las moléculas de la superficie de la
particula y las moléculas del agua, y puesto que la capa superficial es igual para los dos
tipos de NPM, se puede decir que la capa de quitosano que rodea a las NPM es mayor

para la muestra LD.
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Figura 4. 3. Imagenes TEM e histogramas con el correspondiente ajuste gaussiano obtenidos para las
muestras (a, b, ¢) HD y (d, e,f) LD.

Los resultados anteriores son sustentados por los resultados de SAXS presentados en la
Figura 4.4. Para la muestra la muestra HD se observa una disminucion suave de la
seccién eficaz de dispersion con respecto a ¢, mientras que para la muestra LD se
observan dos comportamientos distintos, indicados con dos flechas en la Figura 4. 4,
correspondientes a la intensidad dispersada por los objetos en diferentes escalas. Para
las dos muestras no se observan los maximos de intensidad, debidos a las dispersiones

de orden superior, lo cual indica que existe polidispersién de tamafio en las NPM.
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Figura 4. 4. Seccidn eficaz diferencial de dispersion de las muestras HD y LD en funcién del vector de
onda. Las lineas continuas corresponden al ajuste obtenido con el modelo de fractal de masa. En el
interior se presenta la distribucion. La flechas indican la posicion de los diferentes niveles de dispersion
en la muestra LD.

El analisis de los datos SAXS fue realizado teniendo en cuenta el modelo propuesto en
la ecuacién 118 considerando un sistema agregado para la muestra HD el cual permite
determinar el tamafo. Para la muestra LD se utiliza un modelo correspondiente a un
sistema de NPM aisladas (S(q) = 1 y « = 0 donde a es la fraccion de particulas
agregadas) pero el mismo no reproduce la totalidad de la curva, puesto que dX(q)/dQ
en la zona marcada como 1 es producida por particulas de mayor tamafio y de diferente
contraste electronico que los particulas de la zona 2. Esto significa que en la zona 1 se
esta observando la intensidad dispersada por las particula de CS, mientras que en la

zona 2 se observa la intensidad dispersada por las NPM de AO@Fe30a.

De esta forma, la totalidad de la curva dX(q)/dQpara la muestra LD se ajusta

considerando dos modelos aplicados en diferentes las zonas del patrén:

Para la region 1 (q< 0.46 nm™) se utilizo el modelo de Beaucage monodisperso*? para
un solo nivel estructural, descrito por la ecuacion 72. con Bsy Gsiguales a cero, del cual
se obtiene el tamafio de la particula de CS (dcs) proporcional al radio de giro (Rg)

correspondiente a los objetos dispersantes de mayor tamafio en el modelo de Beaucage:
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Para la region 2 (q > 0.46 nm™) se considerd el modelo de particulas esféricas aisladas,

presentado en la ecuacion 113 y probado para NPM en la seccién anterior.

Los ajustes y sus respectivos parametros se presentan como una linea continua en la

Figura 4.4 yen la Tabla 4. 2 respectivamente.

Coloide Dtem s.dtem D Op, (Dggys)  S.Osaxs dr 3 dcs
om  m m em ™™ om) (m) ()

HD 9.70 450 56.91 7.71 6.00 3.12 2.69 28.22 48.6
LD 4.80 2.10 134.62 18.79 341 132 - - 52.5

Tabla 4. 2. Propiedades estructurales: Drem es el didmetro medio de las NPM determinado por los

histogramas de TEM y s.drem €s su desviacién estandar (d.e); Du y O, son el didametro hidrodinamico y
su d.e obtenidas desde DLS.{Dg..s) Y S.Usaxs SON €l didmetro medio y su d.e, dies la dimension fractal, & el
tamarfio del agregado obtenidos y dcses el tamafio de la particula de quitosano.

Debido a la gran diferencia entre el tamafio hidrodindmico y el tamafio de nanoparticula
de CS derivado de SAXS se utiliz6 la técnica de microscopia de fuerza atdbmica (AFM)
para obtener otra determinacién el tamafio de la particula de CS. Las imagenes
obtenidas con este microscopio se presentan en la Figura 4. 5 en la cual se pueden
observar los diferentes tamafios de particula de las muestras HD y LD. El tamafio de
particula se mide en el eje z presentado por la barra de intensidad de color a la derecha
de la figura. El didmetro promedio encontrado para cada muestra coincide con los

tamarfios encontrados en SAXS para la particula de CS.
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Figura 4. 5. Imagenes tomadas con AFM de las muestras (a). HD y (b). LD.

A partir de las medidas de SAXS y AFM se puede deducir, considerando el cociente
entre el volumen medio del agregado y el volumen medio de la particula de CS, que los
agregados formados en la muestra HD, ocupan en promedio el 19.5% del volumen total
de la particula. Para la muestra LD si se considera el volumen ocupado por las NPM
incluyendo la separacion entre ellas se obtiene un porcentaje promedio de ocupacion de
12.6%. Debido a la alta polidispersion de tamafio de las NPM estos porcentajes pueden

variar de una particula de CS a otra.
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Los resultados anteriores permiten concluir que las suspensiones coloidales formadas
por NPM de CS/AO@FesOspresentan diferente estructuracion. Para el coloide HD,
NPM de 9.7 nm forman estructuras agregadas de 28.2 nm, las cuales estan recubiertas
por una capa de quitosano. Para el coloide LD, NPM de 4.8 nm se encuentran separadas
unas de otras una distancia promedio de 3 nm dentro de la particula de CS. Estos
agregados son permanentes para la muestra HD, asi como la separacion entre NPM
permanece constante para la muestra LD. Una representacion esquematica de las dos

muestras se presenta en la Figura 4. 6.

Para la muestra LD fue necesario considerar que el patron de dispersion es generado por
dos tipos de objetos a diferentes escalas: la particula de CS y las NPM. Un cambio en la
escala del vector g corresponde a un cambio de escala en el tamafio de la particula, es
por esto que se asocid el patron de dispersion a bajos valores de g a las particulas de CS

y para mayores valores de q se asocio con el tamafio de las NPM polidispersas.

(b)

Figura 4. 6.Representacion esquematica de las estructuras formadas por las NPM de AO@Fes;04 dentro

de las particulas de CS en las muestras (a) HD y (b) LD.
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4.3 NANOESTRUCTURACIONDE NANOPARTICULAS MAGNETICAS
DE AO@Fe304Y DMSA@Fe304

Los coloides estudiados en esta seccién, fueron sintetizados y rotulados segun el
protocolo presentado en la seccion 3.1.3 (Tabla 3.3). Las NPM que componen estos
coloides fueron sintetizados de forma que su tamafio sea homogéneo, para lo cual se
utilizé la técnica de descomposicion térmica de alta temperatura y un recubrimiento de
acido oleico (AO). Después, se realiz6 un cambio quimico de ligando para recubrir las
NPM con acido dimercaptosuccinico (DMSA), esto hace que las particulas se puedan

resuspender en medios acuosos.

Con la finalidad de determinar el efecto del cambio de ligando en la estructura del
coloide, se estudian las NPM antes y después de la modificacion quimica de su
superficie. Las muestras 010, O11, 016 y O16B corresponden a coloides formados por
NPM de AO@Fes304 dispersas en hexano y las muestras ODMSA10, ODMSAL11,
ODMSA16 y ODMSA16B corresponden a coloides formados por NPM de
DMSA@Fe304 dispersas en agua.

Figura 4. 7. Imagenes TEM obtenidas de las NPM (a) 010, (b) ODMSA10 y (c) O16.
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Las imagenes TEM (Figura 4. 7) obtenidas para estas NPM fueron analizadas contando
alrededor de 200 particulas, los histogramas obtenidos se ajustaron con una distribucion
gaussiana de didmetros. Los pardmetros de ajuste se presentan en la Figura 4.8 y en la
Tabla 4. 3.

Los valores de tamafio hidrodinamico (Dn) fueron tomados de la referencia 47. Se

observa que Dy es mayor para las muestras suspendidas en agua.

Las imagenes TEM de las NPM muestras que los coloides estan formados por particulas
de forma esférica, a partir del conteo y andlisis del histograma se obtiene que las NPM
del coloide O16 tienen mayor tamafio y mayor polidispersion de tamafio que la muestra
010.
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Figura 4. 8.Histogramas obtenidos a partir del andlisis de las imagenes TEM de las muestrasO10 y O16.

Las lineas continuas representan los ajustes de una funcion de distribucién gaussiana.

Los patrones SAXS de estos coloides se muestran en la Figura 4.9. Los patrones SAXS
para las muestras 010, Ol11 y ODMSA1l contienen maximos secundarios,
correspondientes a los oOrdenes superiores de dispersion, consistentes con patrones
producidos por muestras de baja polidispersion de tamafio. En los patrones de las
muestras 016, 016B, ODMSA16 y ODMSA16B se observan curvas mas suaves y con
un menor nimero de maximos debido a que las NPM de estos coloides presentan mayor

polidispersion de tamario, en acuerdo con lo observado por TEM.

Como se observo para otras NPM en suspension coloidal, la forma del patron SAXS
sugiere que el modelo de dispersién de esferas duras con polidispersion de tamafio

considerando un factor de estructura (S(g& Ro)) correspondiente a una estructura tipo
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fractal de masa (ecuacion 118) es suficiente para reproducir mediante un ajuste los

patrones medidos.

Considerando un factor de forma esférico y una funcion LogNormal de distribucion de
numero de tamarios de particula, se obtienen las curvas de ajuste representadas por las

curvas continuas en la Figura 4.9 y los principales parametros de ajuste se muestran en

Tabla 4. 3
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Figura 4. 9. Resultados de SAXS para las muestras (a)O10 y ODMSA10, (b)O11 y ODMSA11,(c) O16
y ODMSA16 y (d)O16B y ODMSA16B. Las lineas rojas continuas representan los ajustes obtenidos
utilizando la ecuacion118.

El tamafio de particula obtenido de SAXS coincide, dentro de la desviacion estandar,
con el valor determinado a partir de las imagenes TEM. Los valores del porcentaje de
agregacion (a) obtenidos del ajuste indican que hay coexistencia de NPM aisladas y
NPM agregas en todos los coloides a excepcion de las muestra O16B, para la cual se
pudo representar la totalidad de la curva sin considerar particulas agregadas (e« = 0y
S(q& Ro) = 1). El exponente fractal para las muestras que presentan agregados toma

valores entre 2.5 y 3, lo cual indica la presencia de estructuras tridimensionales.
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El porcentaje de agregacion para los coloides cuya fase liquida es hexano es menor que

el porcentaje observado para las NPM en fase acuosa. De esta forma se evidencia que el

proceso quimico de cambio de ligando desde acido oleico hacia DMSA genera cambios

en el tamafio de los agregados de forma que maés particulas se agregan resultando en

estructuras mas grandes en el coloide de fase acuosa.

Coloide Dtem S.d1Em (Dgaxs) o S.0saxs ds 13 o DH
(nm) (nm) (hm) (hm) (nm) (nm)
010 10.07 0.92 11.46 0.06 0.72 296 547 020 55
0o11 - - 14.02 0.01 0.07 299 7845 0.15 -
016 16.60 2.18 17.24 0.18 2.94 245 60.2 0.06 60
016B - - 16.90 0.17 3.03 - - - 60
ODMSAI10 - - 10.98 0.08 0.92 2.90 57.7 0.28 70
ODMSA11 - - 13.44 0.07 0.93 285 >200 0.60 52
ODMSA16 - - 16.88 0.17 2.99 277 >200 0.32 66
ODMSA16B - - 16.02 0.21 3.57 2.93 43.2 0.13 66

Tabla 4. 3. Parametros estructurales de las suspensiones coloidales determinados por TEM y SAXS.

Lo anterior se debe a que el cambio de ligando favorece el aumento de las interacciones

dipolares, puesto que la molécula de DMSA es mas corta que la molécula de acido

oleico lo que produce que las NPM puedan estar mas cerca unas de otras®®. Un esquema

de estos agregados se presenta en la Figura 4. 10.

®
S
A

Figura 4. 10.Esquema representativo de la agregacion de NPM recubiertas con DMSASS,
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Para determinar la estabilidad de los agregados formados por las NPM de los coloides
010, 016, ODMSA10 y ODMSALS6, estos fueron diluidos a partir de su concentracion
original C = [x] hasta llegar a concentraciones de C/2, C/10, C/50 y C/100.Los patrones
SAXS para cada valor de concentracion fueron obtenidos en la camara Nanostar del

IFUSP y los resultados se presentan en la Figura 4. 11.
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Figura 4. 11.Seccion eficaz de dispersion obtenida de los coloides (a) O10 y (b) O16 derivada de las
medidas de SAXS para diferentes diluciones del coloide de concentracién C.
Para determinar analiticamente si existe una influencia de la concentracion en las
propiedades estructurales del coloide, se utiliza la ecuacion unificada de Beaucage*?,
(Ecuacion 84) la cual determina la intensidad dispersada por un agregado de dimension
fractal dr y radio de giro Rq formado por particulas mas pequefias cuyos radios de giro

son Rs.

Debido al tamafio del agregado, el efecto de la intensidad dispersada por el mismo es

visible como un apartamiento de la Ley de Guinier a bajos valores de q. La zona
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comprendida en rangos de q tal que gRs< 1 se conoce como la zona de Guinier de la

particula.

En esta zona existe una superposicion de la intensidad dispersada por la NPM individual
segun la Ley de Guinier y la intensidad dispersada por el agregado segun la Ley de
Porod. Por lo tanto, las curvas se ajustan con el modelo de Beaucage con Bsy Gsiguales
a cero, debido a que la intensidad dispersada por las NPM segun la ley de Porod se

encuentra a mayores valores de g.

Los ajustes obtenidos utilizando el modelo de Beaucage (ecuacion1l19) para un solo
nivel estructural, se presentan en la Figura 4. 12 y la relacion entre la concentracion vy el
radio de giro del agregado (Rg), el radio de giro de la particula individual (Rs) y la
dimension fractal (df) resultado de los ajustes se muestran en la Tabla 4. 4.
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Figura 4. 12. Zona de Guinier (qRs< 1) para los coloides (a) 010, (b) 016, (c) ODMSA10y (d)
ODMSAI16. Las curvas continuas rojas representan los ajustes obtenidos utilizando la ecuacién

generalizada de Beaucage para un solo nivel estructural en esta porcion del patrén.
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Coloide [X] G B Rg (nm) Rs (nm) ds
C 133.78 5.55 36.01+0.31 3.50+0.05 1.28+1.4
C/2 177.08 4.44 33.5740.01 3.43+0.01 1.18+0.04
010 C/10 16.65 111 40.40+0.01 3.50+0.01 1.43+0.04
C/50 11.10 0.55 22.35+0.01 3.64+0.01 1.00+0.85
C/100 14.45 0.11 28.60+0.40 3.50+1.43 1.51+0.7
C 152.67 15.62 17.2940.1 5.57+0.04 1.96+0.60
C/2 103.47 1.87 11.6040.02 5.75+0.01 2.58+0.36
016 C/10 26.19 0.31 11.42+0.02 5.72+0.01 2.94+1.03
C/50 17.38 0.21 11.72#0.02 5.65+0.01 2.83+0.59
C/100 5.28 0.02 13.65+0.02 4.42+0.01 2.99+1.67
C 816.90 3.57 24.86+£0.03 1.9740.01 1.67+0.01
C/2 181.02 211 16.23+0.04 2.08+0.01 1.70+0.06
ODMSA10 C/10 243.34 0.39 31.35+0.02 1.97+0.01 1.66+0.02
C/50 90.64 0.22 31.96+0.04 2.01+0.01 1.66+0.01
C/100 130.76 0.02 39.57+0.02 1.34+0.01 1.77+0.01
C/2 103.47 1.87 20.16+0.01 5.17+0.02 1.42+0.38
ODMSA16 C/10 10.24 0.16 19.39£0.10 5.18+0.04 1.69+1.01
C/50 7.07 0.19 21.42+0.01 6.02+0.01 1.01+1.57

Tabla 4. 4. Radio de giro del agregado (Ry) y de las NPM (Rs) y dimension fractal (dr) obtenida a partir
del modelo de Beaucage para los coloides listados en funcién de la concentracion [x]. El valor de C
corresponde al valor inicial de concentracion del coloide.

Como es de esperarse, el tamafio de la particula individual, dado por el radio de giro Rs
se mantiene constante, dentro de la incertidumbre para cada parametro, para todos los
coloides a medida que se disminuye la concentracién. También se ve una disminucion
de las constantes G y B, estas constantes son directamente proporcionales a la cantidad
NAn?a medida que se diluye el sistema, el nimero de particulas disminuye y por lo tanto

los valores de G y B disminuyen cuando se disminuye la concentracion.

Para los coloides O10 y 016 se observa que a medida que la concentracion disminuye el
tamafo del agregado tiende a disminuir alrededor de un 30% para las dos muestras. Esto
no se observa en las NPM suspendidas en agua, las cuales presentan un tamafio de
agregado que varia dentro del valor de incertidumbre del ajuste. En la muestra
ODMSAI10 se observa un cambio en el tamafio del agregado que no podria estar
relacionado a un aumento de tamafio si no a un proceso de fraccionamiento de la
muestra durante la preparacion de la disolucion o también a un proceso quimico de

acidificacion de la muestra durante la medida. Estudios de estabilidad sobre este tipo de
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muestras han demostrado que el coloide puede disminuir su pH debido a la

carbonatacion de la capa de DMSA, lo cual conlleva a que mas NPM se agreguen*’:®,

Lo anterior significa que los agregados de los coloides con particulas méas grandes son
mas estables puesto que a mayor tamario, mayor energia de interaccion dipolar y por lo
tanto es mas dificil separar particulas del agregado. El exponente fractal se mantiene
alrededor de un valor constante para todos los coloides de forma que a medida que se
disminuye la concentracién, el agregado disminuye su tamafio pero mantiene cierta

estructura definida.

Del analisis estructural de este sistema, se pude concluir que las suspensiones coloidales
cambian su estructura cuando las NPM se someten a un proceso de cambio de ligando.
Durante el proceso, la distancia entre particulas disminuye, debido a que la molécula de
DMSA es mas corta que la molécula de AO, debido a esto la interaccion entre NPM se
incrementa y el agregado se vuelve mas estable. Esto también se evidencia en el
porcentaje de NPM, el cual siempre es mayor para las muestras dispersas en agua que
para las muestras dispersas en hexano. Las medidas de SAXS en funcién de la
concentracion de los coloides, las cuales fueron analizadas con el modelo de Beaucage,
aportan evidencias de la estabilidad de los agregados, muestran que existe una pequefia
disminucion del tamafio del agregado para las NPM en hexano, y que se mantiene

constante para las NPM dispersas en agua.

4.4 NANOESTRUCTURACION DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS
DE AC@Fe304 DISPERSAS AGUA

Estas NPM fueron sintetizadas de forma que se pudieron estabilizar electrostaticamente
en agua, por lo cual tienen una capa surfactante de &cido citrico, que ademés de ser
biocompatible, hace que el coloide esté estabilizado por medio de la carga repulsiva en
la superficie de las particulas. Los coloides formados por NPM que precipitan al aplicar
un campo magnético externo se denominan P, mientras que los coloides formados por
NPM que no son atraidas por el campo magnético (estables en suspension) son
separadas y sometidas a un proceso de dializado para eliminar el exceso de acido

citrico, se denominan como SD.

95



- [JHistograma
[\ ——— Ajuste
Gaussiano

D=9+2nm

8 9 10 11 12 13 14 15
D (nm)

Figura 4. 13.TEM de alta resolucion de la muestra 130312P. (a). Imagen panoramica para observar la

forma y tamafio de las particulas. (b). Imagen de particulas individuales donde se observan los planos
cristalinos que confirman la calidad estructural de las NPM de FesOa4. (c). Histograma resultado de contar

mas de 100 NPM. La linea roja corresponde al ajuste gaussiano con un tamafio medio de particula de 9

nm.

El tamafio y forma de la particula asi como su calidad cristalina se determiné utilizando
un microscopio de transmision de electrones de alta resolucion (TEM-HR). En la Figura
4. 13 se presentan las imagenes obtenidas para la muestra 130312P asi como el
histograma de tamafios obtenido contando méas de 100 NPM. Este histograma es
ajustado con una funcién gaussiana a partir de la cual se obtuvo el tamafio medio de
particula y su desviacion estandar, estos parametros se presentan para las muestra
130312P en la Tabla 4. 5. Las imagenes tomadas muestran que las NPM son de forma
esferoidal, mientras que el andlisis de tamafio de particula muestra que tienen una

amplia polidispersién de tamafio.

En las curvas de SAXS, presentadas en la Figura 4. 14, la polidispersion de tamafio se
ve reflejada en la ausencia de los maximos de intensidad de orden superior y en la

variacion monétona de dx(q)/dq.

Los datos obtenidos de las muestras 130312SD y 130312P son ajustados utilizando el
modelo propuesto en la ecuacién 118 con S(g&R,) correspondiente a una estructura
masa fractal, un factor de forma esférico y una funcién LogNormal de distribucion de
tamafos de particula. Los pardmetros obtenidos a partir del ajuste se presentan en la
Tabla 4. 5.

El ajuste con el modelo de particula esférica dura y su correspondiente factor de
estructura no describe la totalidad de la curva de dX(q)/dQ de las muestras 161112SD,
161112P, 201112SD y 201112P. Por este motivo se utiliza el modelo de Beaucage con

dos niveles estructurales considerando una aproximacion polidispersa, con el cual se
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determina el tamarfio de la particula, el tamafio del agregado y la dimension fractal del

mismo. Los resultados se presentan en la Figura 4. 14 y la Tabla 4. 6.

) Dtem s.drem  (Dgaxs) S.dsaxs dr g a Ro
Coloide Gsaxs
(nm) (nm) (nm) (nm) (nm)
130312P 9 2 7.28 0.42 3.54 256 2296 0.10 2.82
130312SD - - 7.74 0.35 2.98 211 1718 0.08 3.00

Tabla 4. 5. Pardmetros de ajuste de las curvas SAXS obtenidos a partir del modelo de esferas duras con
polidispersidn de tamafio y agregadas. Los valores obtenidos de tamafio, dispersidn y desviacién estandar
a partir de SAXS y TEM. A partir del modelo masa fractal se obtiene el tamafio del agregado (¢), la
dimensién fractal del agregado (df) y la proporcion de NPM agregadas (a). Roes el radio de giro de la
particula.

Se observa en la Figura 4.14(a) que las muestras 130312P y 130312SD presentan gran
polidispersion de tamafio. El porcentaje de agregacion y el tamafio del agregado es
mayor para la muestra 130312P que para la muestra 130312SD, Esto indica que el
proceso de separacion magnética deja mayor cantidad de NPM estabilizadas
electrostaticamente en el coloide SD, y que las NPM mas grandes o que no fueron

recubiertas con &cido citrico se quedan en la muestra tipo P

A partir del anélisis de los pardmetros obtenidos por medio del ajuste del modelo de
Beaucage, se puede determinar que las NPM que forman estos coloides presentan un
tamafo de particula (Ds = 2Rs) entre 6.80 y 13.58 nm para las muestras etiquetadas
como P y entre 5.52 y 8.28 nm para las muestras SD. Para las muestras 130312 y
161112, el tamafio de particulas los coloides tipo P son mayores que los
correspondientes coloides tipo SD, mientras que un tamafio de particula similar se
encontrd para los coloides 201112P y 201112SD.

El radio de giro (Rs) por el modelo de Beacuage para las muestras 130312P y 130312SD

es similar al determinado usando el modelo de esferas duras polidispersas (R, =

\E%) determinado a partir de los parametros Tabla 4. 6.

Tanto el tamafio de las NPM como de los agregados, estan relacionados con las
condiciones de sintesis de los coloides. Ademas la formacion de agregados depende

tambiéen de la concentracion de NPM en la suspension coloidal. La relacion entre el pH
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de adsorcion al cual fueron sintetizadas las NPM con el tamafio de particula, el tamafio

del agregado y la dimension fractal se presentan en la Figura 4. 15.
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Figura 4. 14. Patrones SAXS obtenidos de las muestras AC@Fe30a. Las lineas continuas representan los

ajustes realizados con la ecuacion unificada de Beaucage.

Coloide  G(cm™) B(cm?) Rg(nm) Gs(cm?) Bs(cm?) Rs(hm)  dr z
130312P  578.88 0.67 24.36 1.49 0.10 3.40 230 9.63
130312SD  76.35 2.27 14.64 0.60 0.09 2.76 149 3.47
161112P 31554 0.09 29.33 9.75 0.05 6.79 281 781
161112SD  333.46 0.28 25.33 3.57 0.18 4.14 256 10.16
201112P  251.01 0.07 26.73 0.69 0.03 3.69 293 18.19
201112SD  384.73 0.57 29.12 3.12 0.07 3.93 2.20 9.05

Tabla 4. 6. Parametros de ajuste obtenidos a partir de la ecuacion unificada de Beaucage. A partir del

analisis de los momentos de la funcién LogNormal, se determino la proporcidn de particulas agregadas

(2).
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Figura 4. 15.Relacion entre el(a) radio de giro de la NPM (Rs), (b) el radio de giro del agregado (Rg) v (c)
la dimensioén fractal (dr) del agregado con el pH de adsorcion para las muestras P y SD.

En las Figura 4. 15(a) y (b) se puede observar gue tanto el tamarfio de particula asi como
el tamafio del agregado dependen del pH de adsorcion al cual se realizé la sintesis de las
NPM: a mayor pH de adsorcion mayor tamafio de particula y de agregado. En su
mayoria los tamafios medios de las muestras P son mayores a los tamafios medios de las
muestras SD, lo cual indica que durante la separacién magnética las particulas mas
grandes son atraidas por el imén, mientras que las mas pequefias se quedan en
suspension. Ademas el tamafio del agregado es mas grande para las muestras P debido a
que sus NPM tienen un mayor momento magnético lo cual incrementa las interacciones

dipolares y la probabilidad de agregacion.

En la Figura 4. 15 (c) se observa el comportamiento de la dimension fractal del agregado
en funcion del pH de adsorcion. La dimension fractal aumenta a medida que aumenta el
pH, de forma que las condiciones del medio intervienen en la formacion de agregados.

Asi, medios mas cercanos a la neutralidad favorecen la aparicién de estructuras fractales
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con exponentes cercanos a 3 mientras que los medios mas acidos favorecen la

formacion de estructuras fractales ramificadas con exponentes fractales entre 1y 2.

A mayor pHags (6.25) la eficiencia del recubrimiento del &cido citrico sobre la superficie
de las NPM es menor por lo tanto existen dos poblaciones de NPM: algunas recubiertas
y otras no. Debido a la separacion magnética, las NPM de mayor tamafio formaran parte
de la muestra P. Ademas la influencia de las interacciones dipolares es mayor en la
muestra tipo P lo cual se ve reflejado en un mayor tamario de agregado.

Para el pHags = 4.58, se tiene el mejor pegado de acido citrico sobre las NPM de
magnetita, y el sistema se estabiliza electrostaticamente. Esto es consistente con la

observacion de un menor tamafio de agregado para este pH de adsorcion.

En conclusién, Se evidencia que el proceso de separacién magnética fracciona el
sistema, de forma que las NPM mas grandes o inestables en la suspensién (no
recubiertas) se encuentran en las muestras tipo P y que las NPM mas pequefias y
estabilizadas electrostaticamente se encuentran en las muestra tipo SD. También se

observa que las condiciones de sintesis influyen en la estructuracién del coloide.

Asi, a mayor valor de pH de adsorcion se favorecen la formacion de NPM y agregados
de NPM mas grandes con una mayor dimension fractal. Para medios de pH cercanos a
la neutralidad existe una competencia entre las interacciones de van der Waals y dipolar

magnética que conlleva a estructuras de exponente fractal mayor a 2.
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CAPITULO 5: PATRONES SAXS
ANISOTROPOS: DESARROLLO
EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

En este capitulo se presenta primero el desarrollo de un dispositivo para obtener
patrones de SAXS anisotropos generados por la aplicacion de campo magnético en
suspensiones coloidales. Los patrones anisétropos son el resultado de la alineacion, en
la direccion del campo aplicado, de agregados previamente formados o de la
conformacién de nuevas estructuras que crecen a lo largo de la direccion del campo

aplicado.

Los resultados se obtienen a partir de la aplicacion de 4 valores de campo magnético
(20.5 kA/m, 31.9 kA/m, 39.1 kKA/m y 43.0 KA/m). Los patrones SAXS-2D se analizan
mediante modelos que correlacionan la intensidad dispersada por la muestra en la
direccion paralela al campo con la dispersada en la direccion perpendicular al campo y
con modelos tedricos basados en el calculo de la funcion de distribucion de direcciones

de alineacion de los agregados en la suspension coloidal.
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5.1.DESARROLLO DEL MONTAJE EXPERIMENTAL

Uno de los objetivos de esta tesis es estudiar la respuesta al campo magnético de los
coloides y estudiar la respuesta de estas estructuras ante la aplicacion del campo. La
técnica SAXS tiene las caracteristicas necesarias para llevar adelante estos estudios.
Con este objetivo se desarroll6 un sistema de aplicacion de campo magnético utilizando
imanes permanentes los cuales generan un campo constante y uniforme en el lugar
donde se posiciona la muestra para las medidas SAXS. Este dispositivo se utilizo para
estudiar la induccion de agregacion en coloides por aplicacion de campos magnéticos

estaticos.

El disefio del portamuestras que permite la aplicacién de campo magnético se realizd en
el marco de esta investigacion en el Instituto de Fisica La Plata y su fabricacion e
instalacion se realizo en la linea DO1B-SAXS del Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron en Campinas-Brasil con la colaboracion del Dr. Jean Marie Polli,
responsable de la instrumentacion de las lineas SAXS mencionadas. Debido a la
sencillez de fabricacion e implementacion, ademas de satisfacer las condiciones de
homogeneidad e intensidad de campo magnético, se desarroll6 contempld que se
pudiera apilar anillos magnéticos situados simétricamente a cada lado del portamuestras

para incrementar la magnitud del campo aplicado.

Para definir la configuracion de imanes mas adecuada y modelar la homogeneidad e
intensidad del campo magnético se realizaron simulaciones con el programa Vizimag.
En las simulaciones se consideraron imanes de NdFeB con forma de anillo con una
intensidad de 1.2 T en su interior de dimensiones iguales a 35 mm de didmetro externo,
24 mm de didmetro interno y 10 mm de altura y como material para el portamuestras un
metal de baja permeabilidad como el aluminio (4r = 1.00002). Estas simulaciones se
presentan en la Figura 5. 1 en la cual se observa una gran concentracion de lineas de
campo en la zona donde se sitla la muestra, la cual corresponde al centro del plano
cartesiano. Para una distancia entre imanes (L) de 20 mm se encontré una intensidad de

0.25 T sobre el origen y para L = 30 mm se encontr6 una intensidad de 0.15 T.

La determinacién de la homogeneidad del campo se realizé simulando dos anillos

concentricos de igual tamafio. La simulacion se presenta en la Figura 5. 2, en donde la
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homogeneidad se estudia mediante el uso de una escala de colores, donde el rojo
corresponde a la zona de mayor intensidad, le siguen amarillos, verde y el azul
corresponde a la zona de menor intensidad de campo. La direccion de aplicacion del

campo magnético es perpendicular al direccidn de incidencia de los rayos X.

Figura 5. 1.Simulacidn de intensidad y la distribucion de lineas de campo dentro y fuera del
portamuestras.(a). Para una distancia entre imanes de L = 20 mm. (b). Para una distancia entre imanes de

L = 30 mm. La posicién de la muestra corresponde al origen del plano.

Xx-ray beam

Figura 5. 2. Simulacion de la intensidad y homogeneidad del campo producido por dos anillos
magnéticos concéntricos de NdFeB.
De las simulaciones se concluye que el campo magnético en el plano de la muestra en
una region de 3 x 1 mm presenta variaciones menores al 0.05%. Estos resultados dieron
lugar a la fabricacion del primer prototipo de portamuestra para muestras liquidas que
permitiera la aplicacién de campo magnético. Una comparacion entre el portamuestras
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sin modificaciones y el portamuestras modificado para incluir los imanes se presenta en
la Figura 5. 3.

En busqueda del portamuestras con menor respuesta magnética se fabricaron dos
prototipos de diferentes materiales, el primero de acero inoxidable 316L (= 1.002) y el

segundo de aluminio.
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Figura 5. 3.Plano de construccién del portamuestras SAXS para liquidos (a). Sin modificaciones y
utilizado tradicionalmente. (b). Modificado para incluir imanes en forma de anillos y generar anisotropias

magnéticas en los coloides.

El campo magnético, medido con un gaussimetro en el lugar donde luego se sitda la
muestra, como funcién del namero (N) imanes permanentes con forma de anillo a cada

lado del portamuestras se muestra en la Figura 5. 4.
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Figura 5. 4.Intensidad de campo magnética medida en el plano de la muestra en funcion del nimero de

imanes (N) a cada lado del portamuestras.

Una fotografia del portamuestras fabricado se presenta en la Figura 5. 5.

Figura 5. 5.Fotografia del portamuestras en aluminio terminado, dos imanes de NdFeB y otros
componentes que se utilizan para sellar la zona donde se inyecta la muestra.
Con el fin de variar el campo magnético, modificando la distancia entre imanes a cada
lado de la muestra, se desarroll6 un sistema motorizado con controlador programable
que permite variar milimétricamente la distancia entre imanes. Una fotografia del
montaje experimental en la linea de SAXS y su correspondiente medida de campo se

presenta en la Figura 5.6.
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Figura 5.6(a). Fotografia del montaje experimental utilizado para variar el campo magnético en funcion
de la distancia entre imanes. (b). Intensidad magnética medida en el centro geométrico en funcion de la

distancia de separacion entre imanes.

52.PATRONES DE SAXS ANISOTROPICOS EN SUSPENSIONES
COLOIDALES

Con el portamuestras modificado para medir SAXS en presencia de campo magnético
se realizaron medidas de SAXS en ausencia de campo y aplicando diferentes
intensidades de campo magnético de 20.5 kA/m, 31.9 kA/m, 39.1 kKA/m y 43.0 KA/m en

los coloides mencionados en el capitulo anterior. .

La aplicacion de campo magnético genera en el coloide la alineacion de estructuras en
la direccion del campo aplicado. Debido a esta organizacion el patron de SAXS-2D
obtenido no es circular y presenta un estiramiento en la direccion perpendicular al
campo y una compresion en la direccion paralela al campo. Por este motivo este patron
es anisotropo y la intensidad dispersada en funcion del angulo acimutal se analiza segln
lo modelos propuestos en la seccion 2.6.6, en los cuales se determina el parametro de
anisotropia (A(g,H)) del patron SAXS-2D vy el grado de ordenamiento de las estructuras

(S(a.H)).

Con la finalidad de comparar diferentes efectos producidos por el campo sobre las NPM
y sus agregados, se estudian en esta seccion las suspensiones coloidales rotuladas como:
HD, LD, ODMSA10, ODMSAL16, 010, 016, 130312-P y 130312-SD.
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En la Figura 5. 7 se presentan los patrones de SAXS anisotropos obtenidos para la
muestra 130312-P con diferentes intensidades de campo. Los circulos en negro

corresponden a guias visuales de g constante.

Figura 5. 7.Patrones de SAXS anisétropos obtenidos para la muestra 130312-P. La direccion de
aplicacion del campo se indica con una flecha. Los circulos concéntricos corresponden a guias visuales de
g constante. La barra de colores representa la intensidad de los rayos X dispersados por el coloide.

Se puede observar que el patron obtenido sin campo magnético es isétropo, es decir
para un dado valor de q se tiene el mismo valor de intensidad determinada por la escala
de colores, para todo el rango de ¢ medido. Cuando se aplica campo magnético, se
observa que el patron de dispersion se alarga en la direccion perpendicular de aplicacion
del campo, lo cual indica que existe una reorganizacion de las NPM y de sus agregados
dentro del coloide en la direccion de H. Esto hace que para un mismo valor de q se
tengan valores diferentes de intensidad. El efecto es mas notorio a medida que se

aumenta la intensidad del campo magnético.

107



La intensidad dispersada en funcion del angulo ¢ para ciertos valores de g obtenida a
partir del anélisis de los patrones SAXS-2D de la muestra HD se muestran en la Figura
5.8. En la misma, se puede observar que la intensidad varia sinusoidalmente con
méaximos definidos en ¢ = 90° y ¢ = 270° que corresponden a las direcciones

perpendiculares a la direccion del aplicacion del campo.
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Figura 5.8. Patrones de SAXS acimutales obtenidos para la muestra HD para diferentes intensidades de
campo magnético: (a) 20.5 kA/m, (b) 31.9 kA/m, (c) 39.1 kA/my (d) 43.0 KA/m.
En la Figura 5.8 también se puede observar que para un mismo valor de H la amplitud
de la curva I(¢)disminuye a medida que se aumenta el valor de g. Esto indica que la
mayor anisotropia del patron es generada en la zona de bajos valores de g, lo cual
corresponde a la observacion de estructuras de mayor tamafio. Para valores mayores de
g el patron de dispersién es generado por las NPM, si las mismas son isétropas, se

espera que su dispersion sea isotropa y el valor de 1(¢) permanezca constante.

La anisotropia generada por el campo magnético se estudia ajustando los curvas
presentadas en la Figura 5.8 con el modelo propuesto en la ecuacion 94 en el cual se
considera la intensidad dispersada para cada valor de g como una funcién sinusoidal de

¢ donde se utilizaron 1oy A(g,H) como parametros de ajuste®®.
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En la Figura 5. 9 se presenta el comportamiento del parametro de anisotropia A(g,H)

como funcién del vector de onda g y la amplitud de campo aplicado H:
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Figura 5. 9.Factor de anisotropia como funcion del vector de onda ¢ para las muestras (a) HD y (b) LD y
de la amplitud de campo H para las muestras (c) HD y (d) LD.
Se observa que el factor de anisotropia (A) disminuye a medida que aumenta q esto
indica que la presencia de estructuras anisotropas es observable a valores pequefios de g
donde el patron SAXS esta gobernado por la dispersion de estructuras agregadas. A
medida que se aumenta el valor de g el patron esta gobernado por la dispersion de la
particula individual, motivo por el cual se espera que el factor de anisotropia tienda a
cero dado que las particulas tienen forma esférica. Tanto para la muestra HD, como para
la muestra LD, el valor de A(q)=0 se encuentra para q = 2x/E, donde & es el tamafio del

agregado.

En las Figura 5. 9c y d se presenta el comportamiento de A en funcién del campo. A

medida que aumenta el campo magnético se observa un aumento de A con tendencia a
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la saturacion. Este efecto es méas notable para valores mas pequefios de g en

concordancia con lo presentado anteriormente.

Cabe mencionar que el pardmetro de anisotropia de la muestra HD es mucho mayor y
tiende mas rapido a cero que el de la muestra LD. Esto evidencia que la muestra HD
tiene una mayor respuesta a campos magnéticos. Las estructuras anisotropas formadas
en la muestra HD se manifiestan en un rango del espacio reciproco entre 0.06 y 0.30
nm™ lo cual corresponde a tamafios entre 20 y 100 nm, mientras que la muestra LD
tiene una menor respuesta a campos magnéticos y las estructuras anisétropas presentan

tamarios entre 14 y 100 nm.

Lo anterior se puede relacionar con los datos presentados en la Tabla 4. 2 donde se
presentd un tamafo de agregado de 28.2 nm para la muestra HD y particulas aisladas
para la muestra LD dentro de una particula de quitosano. Asi, para estas muestras los
agregados formados antes de la aplicacion del campo son los responsables de la
anisotropia, ya sea por la alineacion sobre un eje preferencial del agregado o la
alineacion de varios agregados. En la Figura 5. 10 se presentan los valores de A(q,H)
obtenidos para las muestras O10 y ODMSA10. Como se explicO anteriormente, la
muestra ODMSA10 se obtiene a partir de un cambio de ligando de las muestra 010,
originalmente recubierta por acido oleico y dispersa en hexano, hacia NPM de igual
tamario recubiertas con DMSA y dispersas en agua.

Se puede observar que para la muestra O10 (Figura 5. 10 a y b) se obtienen menores
valores de anisotropia en comparacién con la muestra ODMSAL0 (Figura 5. 10 c y d).
Lo anterior se puntualiza en la Figura 5. 10(f) donde se compara el valor de A(q) para
H = 43 kA/m. Como dijimos anteriormente, a mayor valor de A(q,H) mayor respuesta a
campos magnéticos de las NPM. También se observa que la muestra ODMSA10 posee
un mayor rango de q donde la anisotropia es diferente de cero, lo cual corresponde a
estructuras de menor tamafio provocando el patron anisétropo. En este caso para la
muestra ODMSA0 se tienen estructuras de méas de 12 nm, mientras que para la muestra

010 el tamafio de las estructuras esta por encima de 16 nm.

Como se presentd en la Tabla 4. 3 la muestra O10 esta formada por NPM de 11.46 nm

de las cuales el 19.9% forman agregados de 54.7 nm mientras que la muestra

ODMSAI10 esta formada por NPM de 10.98 nm de las cuales el 28% forman agregados

de 57.7 nm. Esto indicaria que al aplicar campo magnético se estd generando una

agregacion de las NPM individuales y la alineacidn de los agregados ya existentes en la
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direccion del campo. En el caso de la muestra ODMSAL0, los valores mas altos de

anisotropia estarian relacionados con la alineacién de agregados permanentes formados

debido al cambio del recubrimiento.
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Figura 5. 10.Parametro de anisotropia como funcién del vector de onda q y de la amplitud de campo H

para las muestras (a) y (b) 010, (c) y (d) ODMSA10 y comparacion de los valores de A(q) para (e)H =0
y (f) H =43 KA/m.
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Para estas muestras se observo que aun en ausencia de campo magnético (Figura 5. 10,
e) existe un valor no nulo de anisotropia por debajo de los 0.35 nm™. Esto indicaria que
los agregados formados en ausencia de campo tienen una forma alargada en alguno de
sus ejes y que las interacciones presentes entre particulas o entre agregados estarian

produciendo este patron anisétropo a campo cero.

Esto concuerda con lo observado en los resultados de la Tabla 4. 4, donde el exponente
fractal toma valores menores a 2 para las muestras O10 y ODMSA10 lo cual
corresponde a estructuras lineales o alargadas en una direccion en particular. La mayor
complejidad de las estructuras para la muestra ODMSAL0 seria la responsable de
menores valores de A(q,H) para campo cero, tal como se observa en la Figura 5. 10(e).
El valor de A(q) = 0 se da para q = 2a/D, donde D es el tamario de las NPM. Esto indica

que existen estructuras de minimo dos particulas que provocan los patrones anisotropos.

Un comportamiento similar al presentado por las muestras 010 y ODMSA10 se observa
para las muestras 016 y ODMSAL6 (Figura 5. 11). Estructuras de mas de 20 y 24 nm
(minimo dos particulas) son las responsables de la anisotropia para las muestras
ODMSA16 y 016 respectivamente. Los valores de A(q) obtenidos para la muestra en
suspension acuosa son mayores que los obtenidos para la muestra en hexano, lo cual
una vez mas evidencia el efecto del cambio de ligando con la formacion de agregados
permanentes para la muestra ODMSA16.

En comparacion con los datos de A(g,H) obtenidos para las muestras 010 y ODMSA10,
se observa que los valores obtenidos para las muestras 016 y ODMSA16 son menores.
Como se presentd en la Tabla 4. 3 la muestra O10 presenta un 19.9% de NPM
agregadas, mientras para la muestra O16 este porcentaje es de apenas el 0.6%. Por lo
tanto, para el caso de la muestra O10 se esperaria una mayor anisotropia generada por
las estructuras preexistentes, mientras que para la muestra O16 el campo magnético es

quien genera la organizacién de las NPM.

Para el caso de las muestras ODMSA10 y ODMSAL6 se tiene un porcentaje de
agregacion de 28 y 32 % respectivamente, pero el exponente fractal (ver Tabla 4. 3) de
la muestra ODMSA10, es menor en comparacion al exponente fractal de la muestra
ODMSAI16. Esto otorga mas libertad a las NPM de la muestra ODMSA10 de formar

agregados mas compactos y grandes, resultando en un mayor valor de A(qg,H).
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Figura 5. 11.Factor de anisotropia como funcidn del vector de onda q y de la amplitud de campo H para

las muestras (a) y (b) 016, (c) y (d) ODMSA16 y comparacion de los valores de A(e)en funcion de g para
H = 43 kA/my (f) en funcién de H para g = 0.11 nm™.

Finalmente se presenta en la Figura 5. 12el comportamiento de A(q,H) para las muestras

130312P y 130312SD.
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Se observa para la muestra 130312SD (Figura 5. 12(a)), la cual corresponde al
sobrenadante de la sintesis, es decir, la suspension coloidal estable, que el valor de
A(qg,H) es menor que para la muestra 130312P (Figura 5. 12 (b)), la cual estd formada
por particulas estabilizadas con acido citrico que decantaron después de una separacion

magnética .

Al ser de mayor tamafio, las particulas del coloide 130312P tienen mayor momento
magnético lo cual hace que su respuesta a campos magnéticos sea mayor que para la
muestra 1301312SD.Esta dltima estd formada por particulas mas pequefias y

estabilizada electrostaticamente con &cido citrico, lo cual impide su agregacion a campo

Ccero.
0.30
,v‘v'v‘v\ (a) 0.7 (b)
025+ ¥ \A
/ v, 06
v N ~
A A [ ]
0.20 \V —ma—H=0 05F \
o®%% \ —o— 20.5 kKA/m '\ —s—H=0
T 015 le’ \ Y\ 3L9KAM | T 04} o —e—20.5 kKA/m
= 0. o v, 5 \
= o, \ —v—39.1 kKA/m = ) 31.9 kKA/m
G o W S 03 5
< 0.10f N \/ <
‘e \
‘o, X 0.2
o, Yo
0.05 + o, Y.
005X 0.1
‘0.9 X' ¥y. ,'-V'V
‘90 -!“ o,
0.00 rl-l-l-l;l-l-l-Il-l-l-l-l;l-.-l-q-l-l-'-q-'- lq 0.0

o1 02 03 04 05 06 07
g (hm™) q (hm™)

Figura 5. 12.Factor de anisotropia como funcién del vector de onda q de las muestras (a) 130312 SD y
(b) 130312P.
La estabilidad de las NPM en la suspension coloidal, también se evidencia en el valor de
g para el cual A(g,H) = 0. Para la muestra 130312SD este valor corresponde a g = 0.6
nm™y para la muestra 130312P se observa en q = 0.45 nm™, este valor corresponde a
estructuras de mas de 10 y 14 nm para las muestras 130312SD y 130312P
respectivamente. Ademas el porcentaje de agregacion y el numero promedio de
particulas por agregado es menor para la muestra 130312SD (7 % y 3.47 %
respectivamente) que para la muestra (130312P 10% y 9.63% respectivamente) tal
como se presento en las Tabla 4. 5y Tabla 4. 6. Esto también sustenta la idea de obtener

menores valores de anisotropia en la muestra 130312SD.

En un andlisis complementario se estudia el comportamiento del parametro de orden S
calculado con la ecuacion 106. Los resultados de este calculo se presentan en la Figura
5.13.
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Figura 5. 13.Parametro de orden S para diferentes valores de q y H = 43 kA/m para las muestras (a) HD
y LD, (b) 010, ODMSA10, 016 y 0ODMSA16. (c) Parametro de orden S en funcién del campo magnético
para la muestras HD y (d) ODMSAL10.

Al igual que el parametro de anisotropia, el parametro de orden S disminuye cuando es
observado a mayores valores de q y cuando se disminuye el valor de campo magnético
aplicado. Esto indica que el campo magnético actla como organizador de las particulas
0 agregados dentro de la suspension coloidal y que a medida que se aumenta el campo
magnético tanto A(g,H) como S tienden a un valor de saturacién, que corresponde a todo

el sistema organizado en la direccion del campo.

También es evidente que a mayor parametro de anisotropia mayor parametro de orden.
Asi las muestras HD y ODMSA10 presentan un mayor ordenamiento comparada con las

muestras correspondientes a cada sistema.

Para finalizar, podemos concluir que tanto los valores de A(g,H) como de S(g,H) son
indicadores de la estructuracion de las NPM en las suspensiones coloidales. Valores de

A(q,H) diferentes de cero, indican la presencia de estructuras de NPM orientadas en la
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direccion del campo. El valor de q para el cual A(q,H) = 0, corresponde al tamafio

medio de la particula o del agregado méas pequefio que provoca la anisotropia.

Para el caso de las muestras HD y LD, este valor coincide con el tamafio del agregado,
mientras que para las muestras 010, ODMSA10, 016 y ODMSAL6, este valor
corresponde al tamafio de la particula individual. Lo anterior es consistente con lo
observado en la seccion anterior (SAXS-2D is6tropo) donde se determind que las
muestras HD y LD estaban conformadas por agregados estables dentro de una particula
de quitosano, y para las muestras 010, ODMSA10, 016 y ODMSA16 que coexisten
particulas individuales con agregados de NPM. Por tal motivo se concluye que la
anisotropia de las muestras HD y LD se genera por alineacion de las particulas de
quitosano, mientras que para las muestras 010, ODMSA10, 016 y ODMSA16 la
anisotropia se forma por la alineacion de los agregados existentes y por la formacion de

nuevos agregados, de minimo dos particulas, en la direccion del campo aplicado
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CAPITULO 6: PROPIEDADES MAGNETICAS

Después de la caracterizacion estructural tanto de las NPM como de las suspensiones
coloides formadas por las mismas, se presenta en la seccion 6.1 de este capitulo la
caracterizacion magnética, es decir, la respuesta de las NPM y de las suspensiones

coloidales a campos magnéticos constantes (d.c.).

En la seccion 6.2, se trata el fendbmeno de absorcion de energia desde un campo
magnético de radiofrecuencia por parte de las NPM y su subsecuente liberacion en
forma de calor. Este fendmeno sera estudiado por medio de la propiedad fisica conocida
como velocidad especifica de absorcién o SAR por sus siglas en inglés (Specific

Absorption Rate).
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6.1 CARACTERIZACION MAGNETICA.

6.1.1 Nanoparticulas de CS/AO@Fe304

Las NPM secas de FesOa4 recubiertas por &cido oleico y quitosano correspondientes a las
suspensiones coloidales listadas en la Tabla 4.2 fueron estudiadas a partir de medidas

magnéticas con campos d.c..

La fraccion ([C]) de masa de FesO4 por masa de nanoparticulas se presenta en la Tabla
6. 1 y fue utilizada para expresar las magnitudes magnéticas en unidades especificas
(por unidad de masa de oxido de hierro). En el magnetémetro SQUID, se midio la
magnetizacion especifica (M) en funcion del campo magnético (H) entre 2200 y -2200

kA/m para diferentes temperaturas por debajo de la temperatura ambiente (290 K).

Las curvas obtenidas se presentan en la Figura 6. 1 para la muestra HD. Se observa que
la curva de magnetizacion para 290 K aumenta en funcién del campo aplicado y
después alcanza un estado proximo a la saturacion por encima de los 1000 kA/m. Si
consideramos que para esta temperatura las fluctuaciones térmicas son suficientes para
que el sistema se comporte como un superparamagneto, es posible utilizar una funcién
de Langevin modificada, tal como se presenta en la ecuacién 120, para reproducir la
totalidad de la curva M(H).

kgT

120. M(H)=N fooo'u [COth (M)  HioH

= ]g(u)du + XneH

Donde y corresponde a la susceptibilidad de alto campo y modela el leve aumento de

la magnetizacion por encima del campo de saturacion, el cual puede estar asociado a la
presencia de una capa magnéticamente frustrada, o simplemente capa muerta, de

material magnético que no responde al campo como lo hace el resto de la particula.
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Figura 6. 1. Curvas de magnetizacion para la muestra HD medidas a varias temperaturas. En la figura
interna, se presenta con detalle el campo coercitivo (Hc). Las lineas solidas negras representan el mejor
ajuste que se obtuvo con la funcién de Langevin (ecuacion120) pesada con una distribucién LogNormal

de momentos magnéticos.

La funcion g(u) es la distribucion de numero de momentos magnéticos () , la cual se
considera para tener en cuenta el efecto de la polidispersion de tamafio de las NPM.
Como se observo por medio de las técnicas de SAXS y TEM, la distribucion de
tamafios de particula sigue una distribucion LogNormal, por lo cual, esta misma
distribucion se tendrd en cuenta para p. De esta forma se tiene que el momento

magnético medio({p))es:

121, (u) = poe’ /2

Siendo u,, en unidades de ug, el centroide de la funcion de distribucion LogNormal de
momentos y o su dispersion. De esta forma, si N es la densidad de particulas, la

magnetizacion de saturacion sera:
122. Mg = N{u)

Los valores de (u) y M, determinados a partir del ajuste de la ecuacién 120 sobre los

datos de la curva M(H)a 290 K se presentan en la Tabla 6. 1.
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[C] <u> Ms (Dimag) ocm

Coloide
MQFe304/MYNPM (nB) (Am?/Kgreso4) (nm) (nm)
HD 0.17 8053 46 5.75 1.97
LD 0.07 4009 53 4.57 0.12

Tabla 6. 1. Propiedades magnéticas medidas a partir de magnetometria d.c.<p> es el momento
magnético medio de las NPM y Ms su magnetizacion de saturacion a 290K (D44 ) s el radio magnético

y dcm es el espesor de la capa muerta.

Se observa que el valor obtenido para <p> es mayor para la muestra HD que para la
muestra LD, mientras que Ms es mayor para la muestra LD que para la muestra HD. El
valor menor de <p> para la muestra LD coincide con que la misma presente un menor
tamafo de particula (4.8 nm) en comparacion con la muestra HD (9.7 nm). A pesar de
que la muestra HD tiene un mayor momento magnético es la que tiene mayor espesor de

Capa muerta.

A partir de los pardmetros del ajuste, es posible obtener el tamafio magnético medio

(Dimag), tal como se presenta en la ecuacion 123 que corresponde al carozo de la

nanoparticula en el cual se encuentra distribuido el momento magnético tal que su
magnetizacion es igual a la magnetizacion de bulk (Mouk). Las diferencia entre el
tamafio de particula determinado por TEM o por SAXS y el radio magnético,
determinan el espesor de la capa muerta (dcwm).

1/3 2
123, (Dag) =2 (=) " ez

ATM pyik
Donde a1 =0/3 siendo ¢ la dispersion del momento magnético.

Como se puede ver en la Tabla 6. 1, la muestra HD tiene mayor capa muerta que la
muestra LD, esto se ve reflejado en una magnetizacién de saturacion menor para la
muestra HD, que aunque tiene un mayor momento magnético la mayor capa muerta en

la particula hace que el valor neto de su magnetizacion disminuya.

La capacidad del modelo propuesto en la ecuacidn 120 para reproducir la curva de M(H)
fue testeada para curvas medidas a diferentes temperaturas. Como se explicd en la
seccion 2.2, por debajo de la temperatura de blogueo, las NPM pierden el
comportamiento superparamagnético y se observa coercitividad. Para modelar esta

coercitividad, se considero los ciclos con histéresis como ciclos correspondientes a un
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comportamiento superparamagnético pero desplazados una cantidad Hc la cual dé cuenta

del campo coercitivo para cada temperatura.

Una curva de Msvs T se presenta en la Figura 6. 2, donde se observa la disminucion

esperada de Ms a medida que se aumenta la temperatura.
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Figura 6. 2. Comportamiento de la magnetizacion de saturacion (Ms) en funcion de la temperatura.

Utilizando el desplazamiento de la funcion de Langevin (Hc) como parametro de ajuste,
se obtiene el comportamiento de Hc en funcién de la temperatura para las muestras HD
y LD, el cual se puede observar en la Figura 6.3. Para las dos muestras se observa que
Hc disminuye a medida que se aumenta la temperatura y se anula cerca a la temperatura
ambiente para la muestra HD y en 140 K para la muestra LD. Se espera un

comportamiento superparamagnético de las NPM por encima de estas temperaturas.
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Figura 6. 3.Dependencia del campo coercitivo (Hc) con la temperatura T.
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Para las temperaturas en las que la energia de anisotropia magnética es mayor a la
energia térmica, el comportamiento de Hc es lineal en funcion de TY2yse puede
aproximar utilizando el modelo propuesto en la ecuacién 18:

oo (i)

Donde:
_ 2Kesr
o HoM;
y ademas
Tp = (Té{)

Siendo Keft la constante de anisotropia, Ho es la permeabilidad magnética del vacio y
(TZ') es la temperatura de bloqueo obtenida a partir del analisis de la curva de Hcvs T.
Los valores de Kerr y (T2 Yobtenidos como parametros de ajuste del modelo descrito en
la zona lineal de la curva de Hc vs TY2 se presentan en la Tabla 6. 2. El ajuste se puede

apreciar como una curva roja continua en la figura 6.3.

Keft T TH (T%)
Coloide ’ " {Th) i Ta(K)  Ti(K)
(k37 md) (K) (K) (K)
HD 14.74 196 8313 92.9:7 196 156
LD 11.66 71 311 29.60. 71 290

Tabla 6. 2. Parametros magnéticos obtenidos para las muestras HD y LD a partir del analisis de curvas
M(H) medidas a diferentes temperaturas. Kes Y <Tg"> son la constante de anisotropia y temperatura
media de bloqueo obtenida a partir del analisis de la curva de Hc vs Ty T, Tiy <Tg?> son la temperatura
del maximo, Temperatura de irreversibilidad y temperatura de bloqueo media obtenidas a partir del
andlisis de las curvas de ZFC-FC.

Para un sistema donde la energia de anisotropia es mayor que la energia térmica®’ y el

campo magnético se aplica en la direccion del eje de facil magnetizacion de las NPM, el

comportamiento de M(H) tiene una funcionalidad que es proporcional a tanh (’Z‘—":).En
B

esta investigacién, la funcion de Langevin desplazada una cantidad Hc fue suficiente
para ajustar la totalidad de las curvas de M(H) a diferentes temperaturas, por lo cual el
modelo de tangente hiperbdlica no fue tenido en cuenta.
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La constante de anisotropia efectiva de la muestra HD (14.7 kJ/m®) es mayor que para la
muestra LD (11.6 kJ/m®) y estos valores son mucho mayores que el aceptado para la
magnetita en bulk*®8(9 kJ/m®). Esto concuerda con lo observado para este tipo de
NPM®® y corresponde a que la presencia de interacciones dipolares, modifica la barrera
de energia el cual se ve reflejado en un aumento de la constante de anisotropia por sobre

el valor de bulk.

En principio si el valor de Kes estd influenciado por las interacciones dipolares entre
NPM, se podria decir que la muestra HD es mas interactuante que la muestra LD. Segun
los analisis de las curvas de SAXS la muestra HD esta formada por NPM de magnetita
formando un agregado recubierto por quitosano, mientras la muestra LD esta formada
por NPM de magnetita espaciadas dentro de una particula de quitosano tal como se
esquematiza en la Figura 4. 6. De esta forma, la distancia entre particulas para la
muestra HD es mucho menor que la distancia entre particulas para la muestra LD por lo

cual la energia de interaccion en la muestra HD es més grande.

Para determinar la temperatura de bloqueo de las NPM se realizaron medidas de
magnetizacion en funcion de la temperatura segun los protocolos ZFC y FC descritos en
la seccién 3.4.1 con un campo magnético de 8 kA/m y una velocidad de calentamiento y

enfriamiento de 5 K/min. Los resultados se presentan en la Figura 6. 4.

En la misma figura se destacan con flechas las temperaturas del maximo de la curva de
ZFC (Tm), la temperatura de irreversibilidad (Ti) y la temperatura de bloqueo media
(T#)), la cual es obtenida por medio un ajuste gaussiano de la distribucion de

temperaturas de bloqueo® dada por la ecuacion 124:

d(Mzrc—MFc)
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Figura 6. 4. Magnetizacion especifica (M) versus temperatura (T) medida con los protocolos de ZFC y
FC con Hpc= 8 kA/m y velocidad de calentamiento de5 k/min. (TZ) indica la temperatura de bloqueo
media obtenida desde la ecuacion 124, T; es la temperatura de irreversibilidad y Tr, el maximo de la curva
Mzrc(T).

Para la muestra HD, la curva de Mzrc es mas ancha y la posicion del maximo (Tm) se
encuentra en 196 K, a mayor temperatura que para la muestra LD para la cual Tn=71 K.
La temperatura de bloqueo media obtenida para la muestra HD ((TZ) = 92.9 K) también
es mayor que la obtenida para la muestra LD ({(T#)=29.6 K), lo cual es consistente con
un mayor tamafio de particulas y una distribucion de tamafio mas amplia para la muestra
HD en comparacion con LD. Los datos de TEM y SAXS en la Tabla 4. 2 confirman
estas diferencias entre las distribuciones de tamafio (ver figuras 4.3 y 4.4 de la seccién

4.2).

Por encima de Ti las NPM se encuentran desbloqueadas y un comportamiento
superparamagnético es observado tal que M « 1/T. Hay que resaltar que la temperatura

de bloqueo depende del tiempo de medida (wm) de la técnica, en el caso de

magnetometria d.c. con SQUID zm = 100 s.

Por otro lado, la curva de Mrc para la muestra LD se incrementa a medida que se
disminuye la temperatura por debajo de la temperatura de irreversibilidad (T;) mientras
que la curva de Mgc para la muestra HD tiene un comportamiento mas constante. Este
comportamiento de la curva de Mzrc Yy Mrc observado para la muestra HD es sefial de
que esta muestra presenta una mayor influencia de las interacciones dipolares que la

muestra LD. Los valores ajustados para (TZ) (83 y 31 K para HD y LD
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respectivamente) son consistentes con los valores de (TZ) determinados a partir de la
curva de ZFC.

Como se establecié utilizando las técnicas de TEM y SAXS, las NPM del coloide HD
se encuentran casi en contacto entre si dentro de la particula de quitosano, mientras que
las NPM del coloide LD estan separadas unas de otras dentro de la particula de
quitosano. La menor distancia entre NPM y el mayor momento magnético en la muestra
HD hacen que el valor de la interaccion dipolar entre particulas sea mayor que en el
caso de la muestra LD donde la mayor separacion entre particulas y el menor momento
magnético establecen un valor menor de energia dipolar. Los célculos de la energia

dipolar entre dos particulas para estas NPM seran presentados en la seccion 7.1.

Debido a que las medidas de magnetocalorimetria, presentadas en el préximo capitulo,
se realizan con amplitudes de campo de igual orden de magnitud que los campos
coercitivos encontrados para las NPM, se considera como representativos de los

sistemas los valores de Kest obtenidos a partir del anlisis de la curvade Hcvs T.

A partir de las medidas de magnetizacion de las NPM de CS/AO@Fe304 se puede
concluir que a mayor tamafio de nanoparticula mayor momento magnético mayor y
mayor temperatura de blogueo. EI comportamiento de la magnetizacion por encima de
la temperatura de bloqueo corresponde al comportamiento de un sistema
superparamagnético, por lo cual, la ecuacion de Langevin fue suficiente para describir la
curva de M(H) de las muestras analizadas. Aunque por debajo de la temperatura de
bloqueo, el sistema no se considera superparamagnético, la coercitividad observada
pudo ser modelada desplazando la ecuacion de Langevin una cantidad igual a Hc, de lo
cual podemos concluir que en primera aproximacion podria ser utilizada para describir

la magnetizacion de un sistema de NPM supermagnéticas para toda temperatura.

Las medidas de magnetizacion segun los protocolos de ZFC y FC, indican que para un
sistema con polidispersion de tamarfio, el mismo esta caracterizado por una temperatura
de bloqueo media ((T4)) que corresponde a la Tg de las particulas cuyo tamafio es igual
al tamafio medio, por una temperatura de bloqueo de pico (Tm) que corresponde a la
temperatura a la cual la mayoria de las NPM se comportan como superparamagnéticas y
la temperatura de irreversibilidad (Ti) que corresponde a la temperatura a la cual las
particulas mas grandes se desbloquean®. Se espera que por encima de T; la totalidad de

las NPM se comporten como superparamagnéticas, esto fue demostrado a partir de las
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medidas de campo coercitivo, donde se observé que la coercitividad se anula para

valores mayores a Ti.

6.1.2 Suspensiones Coloidales de Nanoparticulas de AO@FesOs Y
DMSA/AO@Fe304

A continuacion se estudian las propiedades magnéticas de las suspensiones coloidales
formadas por NPM de Fe3O4 recubiertas por acido oleico suspendidas en hexano y por
NPM de Fe3O4 recubiertas por DMSA y suspendidas en agua. A diferencia del sistema
anterior, en el cual se estudio el comportamiento de las NPM sin su fase dispersante,
este sistema se estudia en estado coloidal congelado, el cual es un estado similar al

estado sobre el cual se realizardn medidas magnetocalorimétricas.

Keff
Cooide g T @) Dy Sem(nm)
(1e)  (Amilkg) K K (m)
m?3)

010 25836 48.90 14.07 110.83 60.48 46.44 9.8 0.8
ODMSA10 21188 76.81 19.18 196.01 58.64 61.92 8.6 1.2
ODMSA11 19479 78.76 19.10 231.23 86.30 82.33 8.0 2.7

016 9359* 87.32* 21.34 - 140.10 111.75 3.1 7.1
ODMSA16 - - - - - 156.21 - -

016B 8639 44.25 10.90 - 14450 146.14 4.3 6.3
ODMSA16B 31772 75.99 16.50 - 170.00 176.12 7.0 45

Tabla 6. 3. Propiedades magnéticas medidas con magnetometria d.c.<u> es el momento magnético
medio de las NPM y Ms su magnetizacién de saturacién especifica a 300K (*La curva de M(H) se midi6 a
170 K). Kerty <Tg"> son la constante de anisotropia y temperatura media de bloqueo obtenidas a partir
del andlisis de la curva de Hc vs Ty Tmy <Tg?> son la temperatura del maximo y temperatura de bloqueo
media obtenidas a partir del analisis de las curvas de ZFC-FC.(D,,,,) es el radio magnético y dcmes el

espesor de la capa muerta.
Por medio de magnetometria SQUID y PPMS se determind magnetizacion isotérmica.
Los curvas de M(H)para las muestras 010, ODMSA10 y ODMSAL1 presentan un

comportamiento superparamagnético a temperatura ambiente, por lo cual fueron

ajustadas con una ecuacién de Langevin. Para las muestras 016, 016B y ODMSA16B
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se observa coercitividad a temperaturas cercanas a la temperatura ambiente, por lo cual
se utiliza en el analisis de datos la ecuacién de Langevin, desplazada una cantidad H,
modelo que resulta suficiente para representar las curvas de M(H) a diferentes
temperaturas, inclusive por debajo de la temperatura de blogueo, tal como se demostrd

en la seccion anterior.

Los valores obtenidos de <u>y Mspara T = 300 K se presentan en la Tabla 6. 3y las
curvas de M(H) obtenidas para las diferentes temperaturas se presentan en la Figura 6.5.

60

80 F
010 —
w0l 60|  ODMSAI0
—2K — 15K
— 25K O 28K
~. 20 ~.
c S 20} 50K
o o —— 100K
{ =
£ €
i’:, b s 20k 250K
s 20 s 290K
. .40 F
-40 4 -60 -40 -20 0 20 40 6 _60 I Y,
H (kAJm) -
R _ = ’__’_/
Go 1 1 1 1 1 1 1 -80 L L L L L L
750 B0 280 o =0 500 750 750 500 -250 O 250 500 750
H (kA/m) H (ka/m)
80.00
016 — 80| ODMSA16B
60.00 F ——2K 60 L _E E
— 10K —
40.001 25K 4o 10K
¥ 2000f =——50K 5 0] T 25K
& 80K & 50 K
= 000 —— 100K Njé 0 ——75K
£ 5 100 K
< -20.00 . S 20+
s /// // / / s —— 150K
-40.00 < 40— 175K
'6000 e _60 B -28 -21 -14 -7 7 14 21 28
0,00 5 - , , 0 %0 Im ZUHWN'Y“ 20 a0 80 , 80 _I I : I I H(Oe)l I
-750 -500 -250 0 250 500 750 750 500 250 0 250 500 750
H (kA/m) H (kA/m)

Figura 6.5.Curvas de magnetizacién en funcién del campo aplicado para diferentes temperaturas para las
muestras (a) 010, (b) ODMSAL10, (c) 016 y (d) ODMSALG6B. En las figuras insertadas se observa el
comportamiento del campo coercitivo para cada temperatura.

Los resultados presentados en la Figura 6.5 permiten observar que Ms para las NPM
dispersas en hexano es menor que para las NPM dispersas en agua. Esto evidencia que
el cambio de ligando podria provocar una redistribucion electronica en la superficie de
la nanoparticula disminuyendo la capa muerta y aumentando el momento magnético de

las NPM.
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A partir de los protocolos de medida de ZFC y FC se obtuvieron las temperaturas de
blogueo de las NPM en suspension. Los valores de la temperatura del pico (Tm) y
temperatura de blogueo media (T4) se presentan en la Tabla 6. 3 mientras que en la
Figura 6. 6 se presentan las curvas obtenidas segun los protocolos de ZFC y FC a 100
Oe con una velocidad de calentamiento y enfriamiento de 5 K/min. El rango de
temperatura se mantuvo por debajo del punto de fusion de la fase dispersante, agua o
hexano segun corresponda.
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Figura 6. 6.Curvas de ZFC y FC obtenidas para las muestras (a) ODMSA10 y ODMSA16y (b) O10y

016. Las flechas indican la temperatura de bloqueo media.

Se observa en la Figura 6. 6 que las NPM de menor tamafio (010 y ODMSA10)
presentan temperaturas de bloqueo media y temperaturas de pico menores que las
muestras con NPM mas grandes (016 y ODMSAL16). Las Tm para las muestras O16 y

ODMSAL16 se encuentran por encima del rango de medida utilizado.

Para todas las muestras en hexano, la temperatura de bloqueo media es menor en
comparacion con su homologo en agua, esto indica que las muestras que fueron
sometidas a un cambio quimico de ligando para ser suspendidas en agua presentan una
mayor interaccion dipolar. Como se mencioné anteriormente, el proceso de cambio de
ligando hace que las NPM formen agregados permanentes incrementando asi la

interaccion dipolar entre particulas del agregado.

A partir de las medidas de Hc vs T se determind la constante de anisotropia de las
muestras. Los resultados experimentales fueron ajustados utilizando la ecuacion 18 con

(TA) y Kett como parametros de ajuste, los valores obtenidos se presentan en la Tabla 6.
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3. En la Figura 6. 7 se presentan las curvas de Hc vs T y la curva de ajuste obtenida
utilizando la ecuacion 18 para las muestras ODMSA11, ODMSA16B, 010y O16B.
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Figura 6. 7.Comportamiento del campo coercitivo en funcién de la temperatura para las muestras (a)
ODMSAL11, (b) ODMSA16B, (c) 010y (d) O16B.
Las temperaturas de bloqueo determinadas a partir de las curvas de Hc vs T son
consistentes con las obtenidas por medio de las curvas de ZFC y FC. De igual manera,
las NPM con DMSA dispersas en agua presentan mayor temperatura de bloqueo que las
NPN con écido oleico dispersas en hexano.

Para este sistema de NPM en suspensiones coloidales se observa la influencia sobre las
propiedades magnéticas de la estructuracién de las NPM en el coloide. Segun los datos
obtenidos de SAXS se tienen agregados estables para las muestras suspendidas en agua.
En estos coloides la distancia entre particulas en el agregado se disminuye y las

interacciones dipolares aumentan. Para este tipo de muestras se observa que la
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magnetizacion de saturacion y la constante de anisotropia son mayores en comparacion

con el coloide formado por la misma nanoparticula dispersa en hexano.

Se observa una tendencia para todas las muestras en relacién al porcentaje de
agregacion, de forma que si hay mas particulas formando agregados, mayor Ms y Ke, |0
cual también esta relacionado con una mayor energia dipolar en las muestras con mayor
grado de agregacion. En la figura 6. 10 se ilustra la tendencia que toman Ms y Kes en
funcion del porcentaje de agregacion («) y el tamafio del agregado (&) determinados a
partir de SAXS.
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Figura 6. 8. Comportamiento de Ms y Ke con relacién a la agregacién de las NPM en suspension.
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6.2 DISIPACION DE CALOR EN SUSPENSIONES COLOIDALES
MAGNETICAS

Para determinar la disipacion de calor de las suspensiones coloidales formadas por NPM
de CS/AO@Fe304 suspendidas en agua, de NPM de AO@Fe304 suspendidas en hexano
y NPM de DMSA@Fe30,4 suspendidas en agua, se utilizd el procedimiento descrito en

la seccién 3.4.2.
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Figura 6. 9. Curvas de temperatura en funcién del tiempo para la muestra HD obtenidas a 260 kHz y

diferentes amplitudes de campo magnético.
En la Figura 6. 9 se observan las curvas de temperatura en funcién del tiempo para la
muestra HD a diferentes amplitudes de campo magnético y una frecuencia de 260 kHz.
Se observa que la pendiente de las curvas de calentamiento y la temperatura final
aumentan a medida que se aumenta la amplitud del campo magnético. Los valores de
SAR obtenidos mediante este método para los diferentes coloides se presentan en la
Tabla 6.4.

Puesto que el SAR depende de la amplitud de campo magnético (Ho), se realizaron
medidas a frecuencia constante y variando la amplitud del campo, estos resultados se
presentan en la Figura 6.10. Se puede observar que el SAR aumenta a medida que se
aumenta la amplitud del campo magnético. Segun la ecuacion 38 el SAR depende de H?
bajo el modelo de respuesta lineal. Este comportamiento no es observado para la
muestra HD ni para la muestra ODMSA10 a 260 kHz, donde el cambio del SAR es casi
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lineal y constante para la muestra LD, aunque si es observado para la muestra
ODMSAI16B (Figura 6.10(b)).

MUESTRA [ f(kHZ) Ho(KA/M) SARex(WI/Q) SARsimutaso(W/9)
(mg/mL)
HD 3.19 260 52.0 82.70 79.01
LD 1.73 260 52.0 8.20 0.10
010 7.15 260 52.0 45.10 1.78
ODMSA10 14.79 260 52.0 22.60 24.99
ODMSA11 6.86 145 39.0 21.00 135.72
016 8.79 260 52.0 80.20 1450.50
016B 8.60 145 35.6 214.00 341.27
ODMSA16B 6.47 145 35.6 67.67 1267.90

Tabla 6.4. Resultados de SAR determinados a partir de medidas calorimétricas.

Tanto la amplitud del campo como su frecuencia son parametros de control de la
potencia especifica disipada por una dada NPM. Por tal motivo, se realizaron medidas
de SAR a varias frecuencias para las muestras ODMSA1l y ODMSA16B, los

resultados se presentan en la Figura 6. 11.
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Figura 6. 10. SAR vs Hopara las muestras (a) HD y LD, (b) ODMSA10, (c) O16B, ODMSA16B, 010y
ODMSA11.

Se puede observar que para la muestra ODMSA11 y la muestra ODMSA16B el SAR

aumenta a medida que se aumenta la frecuencia a un campo magnético constante. Para

la muestra ODMSA11 se observa un aumento lineal del SAR como funcién de Ho y

para la muestra ODMSAL6B se observa una curvatura mas acentuada y aumenta a

medida que se aumenta la frecuencia de 145 a 245 kHz.

Asi, del andlisis de la Figura 6.10 y 6.11, se puede concluir que el comportamiento de la
curva de SAR vs H, méas cercano al predicho por el modelo de respuesta lineal
(ecuacion 38) es observable para las NPM de mayor tamafio para el rango de
frecuencias estudiado. En los sistemas HD, LD, ODMSA10 y ODMSAL11 que poseen
los menores valores de tamafio de particula el comportamiento observado de la curva

SAR vs Ho es lineal.
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Figura 6. 11. SAR vs H, para diferentes frecuencias para las muestras (a) ODMSAL11 y (b) ODMSA16B.

Con la finalidad de comparar los datos de SAR obtenidos para las diferentes muestras a
diferentes valores de frecuencia y amplitud de campo se utiliza la propiedad conocida
como ILP (Intrinsic Loss Power™) la cual representa el SAR normalizado por el
producto fHZ.

SAR
fH3

125. ILP =

El comportamiento del ILP en funcion de la frecuencia para las muestras O10,
ODMSAI11, 016B y OMDASL16B se presenta en la Figura 6. 12 donde se observa que
el ILP para la muestra ODMSA11 es un orden de magnitud mayor que para la muestra

010 y posee el mismo orden de magnitud para las muestras O16B y ODMSAL16B.
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Figura 6. 12. Comportamiento del ILP vs f. (a) Muestras 010 y ODMSA11. (b) Muestras O16B y
ODMSAI16B.

En la figura 6.13 se puede observar el aumento del ILP a medida que se aumenta la Ms

de las particulas. Este comportamiento también es predicho por el modelo de respuesta
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lineal propuesto en la ecuacion 33 donde el SAR es proporcional a Ms?.La misma

tendencia también fue observada en la ref. 53para NPM de AC@Fe304 del mismo tipo

de las descritas en la seccion3.1.4y que se replica en la figura 6.15 (b).
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Figura 613. Comportamiento del ILP en funcidn de la magnetizacién de saturacién especifica. (Q)NPM
de AO@Fe304 en hexano y NPM de DMSA@Fes04 dispersas en agua. (b) NPM de AC@Fes04 dispersas
en agua. Las muestras 010, ODMSA10, 016 fueron medidas a Ho = 52 kA/m y f = 260 kHz. Las
muestras 016B y ODMSA16B fueron medidas a Ho = 35 kA/m y f = 145 kHz. La muestra ODMSA11
fue medida a Ho = 39 kKA/my f = 145 kHz. Las muestras del tipo SD y P fueron medidas a Ho = 40.1
kA/my f = 265 kHz
Utilizando las propiedades estructurales de los coloides determinadas por TEM y SAXS
junto con las propiedades magnéticas como magnetizacion de saturacion especifica (Ms)
y constante de anisotropia (Kefr), se simul6 el SAR de las NPM por medio del modelo de
respuesta lineal (ecuacion38). Para realizar las simulaciones se utilizé una funcion de
distribucion gaussiana volumétrica de diametros de particula (g(d)), es decir la fraccion

de volumen magnético ocupado por particulas de volumen V, de forma que:

Vi)

126. )

g(d) =

donde f(d) es una distribucion gaussiana de nimero de particulas con didmetros ente d
y d+dd la cual fue determinada por SAXS y TEM para todos los sistemas estudiados. El
SAR simulado de esta forma se presenta en la Tabla 6.4 para las frecuencias y
amplitudes de campo especificadas para cada coloide y la diferencia porcentual entre el

SAR experimental y el SAR simulado se presenta en la figura 6.14.
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Figura 6. 14. Diferencia porcentual entre SAR experimental y SAR simulado para las muestras en
estudio.
En la figura 6.14 no se presenta la muestra LD puesto que presenta una diferencia
porcentual mayor al 100%. De la misma figura podemos decir que el modelo utilizado
para simular el SAR no reproduce todos los valores de SAR experimentales obtenidos
por medidas calorimétricas. Para las muestras HD y ODMSA10 la diferencia entre el
modelo tedrico y el valor experimental es de 4.7 y 9.6%, este porcentaje es mucho

mayor para las otras muestras.

Cabe resaltar que el éxito de la aplicacion de la ecuaciéon 38 depende de tres factores
importantes: Primero, la correcta determinacion de las magnetizacion de saturacién
especifica y la constante de anisotropia, segundo, la correcta determinacién de los
tamafos de particula y su dispersion, tercero, la estructura del coloide, se necesita
definir con exactitud si la suspension coloidal se encuentra formada por NPM en estado
libre o0 agregado.

Aunque el modelo tiene en cuenta los dos primeros factores, no tiene en cuenta la
agregacion de las NPM vy por lo tanto las interacciones que se generan entre las mismas
y que pueden afectar el SAR; este punto sera tratado en el siguiente capitulo. Por ahora
estudiaremos las causas o condiciones que hacen que una suspensién coloidal disipe y

como se relaciona esto con lo predicho en el modelo teérico.

En primer lugar, la funcion y"(w,z(d)) determina la respuesta de las NPM a campos
alternos y tiene un méaximo cuando wz =1 es decir cuando el tiempo de relajacion de

una nanoparticula de tamafio des igual al tiempo de observacion.
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En el caso de las medidas SAR, se utiliza un campo de radiofrecuencia cuya amplitud
de campo y frecuencia son mucho mayores a las utilizadas en magnetometria d.c., pero

en la zona de respuesta lineal de la magnetizacion de las NPM, donde es aplicable la

ecuacion 38.
TN 7B T
MUESTRA
(s) (s) (s)
HD 5.5x10° 45x10* 5.5x101°
LD 1.2x101° 59x10° 1.2 x1010
010 1.1x10° 1.8x10° 1.1x10°?

ODMSA10 2.5x10°  1.0x10*  2.5x10°

ODMSA11 3.5x10® 4.2x10°  3.5x10%

016 1.0x10*  2.4x10°  1.9x10°

O1l6B 7.7x10®%  2.4x10°  7.7x10°%

ODMSA16B  5.3x107 8.7x10°  5.3x10”

Tabla 6.5. Tiempos de relajacién calculados usando las ecuaciones 34 y 36 para las NPM de los coloides

listados. Los pardmetros estructurales como tamafio de particula y su dispersion determinados de medidas

TEM y SAXS. Los parametros magnéticos como Msy Hc fueron obtenidos de las curvas de magnetizacién
d.c.

Como se dijo anteriormente, se consideran dos mecanismos de relajacion de particulas,

con tiempos caracteristicos zs (Brown) y tn (Néel) determinados por las ecuaciones 34 y

36 respectivamente. Los calculos de s, tn y tiempo total de relajacion (t) son

presentados en la Tabla 6.5.

Para los calculos de los tiempos de relajacion se utilizé To = 1x107%°s, el valor de Kes
determinado a partir de las curvas de Hc vs T, el tamafio medio de particula determinado
por TEM y SAXS, la viscosidad’* a 300K del agua (0.7978x102 Pa.s) y del hexano
(2.94 x10* Pa.s). El radio hidrodinamico fue determinado por DLS para las muestras
HD y LD (Tabla 4.2) y fue tomado de la ref. 47 para las muestras AO@Fe30s y
DMSA@Fe304 (Tabla 4.3).
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Figura 6. 15. (a) Comportamiento de los tiempos de relajacion en funcién de la energia de anisotropia
(KertV). (b) Comparacion entre el ILP experimental y el simulado como funcion de KexV.
En la Figura 6.15(a) se muestra el comportamiento de los tiempos de relajacion de Néel
y de Brown listados en la Tabla 6.5 con respecto a la energia de anisotropia (KetV).
Aunque no se espera una relacién entre el tiempo de relajacién de Brown y la energia de
anisotropia, se observa una ligera disminucion de tg a medida que aumenta KesV. La
comparacion de los valores de s, T~ junto con la suposicion de independencia entre
modos de relajacién, sugiere que todas las muestras responden con el mecanismo de

relajacion de Néel, a excepcion de la muestra O16 que responde por Brown.

En la Figura 6.15 (b) se puede apreciar el ILP, calculado con las frecuencias y
amplitudes de campo listados en la Tabla 6.4 para cada muestra, en funcién de KerV. En
la misma se puede apreciar que los valores simulados coinciden con los valores
experimentales cuando el mecanismo de Néel gobierna la relajacion de las NPM, a
medida que el tiempo de Néel aumenta y el tiempo de Brown disminuye el acuerdo
entre el modelo y los resultados experimentales es cada vez menor, teniendo la mayor
diferencia para las muestras ODMSAL16B y 0O16. Esto también podria estar asociado
con que para la simulacion se utilizé un valor de tamafio hidrodindmico medio y no se

considera una distribucion de tamanos hidrodindmicos.

Una vez establecido el mecanismo de relajacion magnética en cada coloide estudiado,
se analiza la influencia de la polidispersién de tamafio de las NPM, dada por la funcién
de distribucion g(d). Puesto que el SAR es proporcional a la integral para todos los
tamanos de particula del producto y"(w,z(d)).g(d) es claro que cuando las posiciones de

los maximos de las funciones y"(w,z(d)) y g(d) coinciden el SAR es maximo, puesto que
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para cada coloide la funcién g(d) no varia es posible sintonizar la funcion y"(w,z(d))
variando la frecuencia del campo a.c. aplicado, llevando més particulas a la condicion

de resonancia.

En la Figura 6.16 se presenta el comportamiento de la funcién y”(d) para diversos
coloides y se compara con la respectiva funcion g(d). Se observa que para los coloides
que presentan menos SAR experimental, como es el caso de las muestra LD, O10 y
ODMSAI10, el area de superposicion de las funciones x"(d) y g(d) es nula o muy
pequefia en comparacion con el area de superposicion observada en las muestras HD y
ODMSAL16B que presentan mayor SAR.

Es importante notar, que para la frecuencia de 145 kHz, la muestra ODMSA16B
presenta la mayor superposicion de areas, en comparacion con las otras muestras.. De
los resultados experimentales listados en la Tabla 6.4 se ve que es esta muestra la que

presenta mayor SAR en comparacion con las muestras recubiertas con DMSA.

Sobre la muestra ODMSA16B se realizaron calculos de x"(d) a diferentes frecuencias y
con una amplitud de campo de 35.6 kA/m, se observa en la Figura 6.18 (f) que a medida
que se aumenta la frecuencia, la posicion del pico de la funcion y"(d) se acerca al de la
funcién g(d) lo cual deriva en un aumento del SAR, este comportamiento fue observado

experimentalmente en la Figura 6. 11.
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Figura 6. 16. Comportamiento "(d) en relacion a la distribucion de tamafios de particula (g(d)) para las
muestras (a) LD, (b) HD, (c) 010, (d) ODMSA10y (e) ODMSA16B. (f) Se presenta el corrimiento del

pico maximo de y"(d) para diferentes frecuencias.

Para finalizar podemos concluir que a pesar de no haber concordancia entre los valores

simulados y experimentales del SAR, el uso del modelo de respuesta lineal sirve para

determinar una tendencia cualitativa acerca del SAR producido por un coloide.
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De los resultados experimentales, podemos concluir que a mayor tamafio de particula
mayor es el SAR obtenido de la suspension coloidal. EI mayor tamafio medio de

particula provoca que la temperatura de bloqueo de las NPM aumente.

Para particulas de igual tamafio, existe una influencia del estado de agregacion de las
NPM. En general, para un mismo tamafio de particula, el SAR disminuye cuando
aumenta el porcentaje de agregacion (determinado por SAXS). Este es el caso de las
NPM 010, ODMSA10, O16B y ODMSAL16B, donde se observa un porcentaje de
agregacion menor en las NPM dispersas en hexano en relacion a las NPM dispersas en
agua, los coloides O10 y 016 presentan un mayor SAR que los coloides homologos, en
fase acuosa, ODMSA10 y ODMSA16B. Esta disminucion podria estar asociada a la
supresion del mecanismo de Brown de las NPM en el agregado, evidencia de esto es la
muestra O16, la cual presenta el mayor SAR medido, tiene un porcentaje de agregacion

del 6% y disipa por el mecanismo de Brown.

También se observa que las constantes de anisotropia son mayores en las NPM
dispersas en agua que en las NPM dispersas en hexano. Debido a que la distancia entre
particulas disminuye por al cambio de ligando desde AO hacia DMSA, las NPM
dispersas en agua estan mas cerca y su energia de interaccion dipolar aumenta. Por esto,
los datos anteriores determinan que los sistemas interactuantes disipan méas que los
sistemas no interactuantes. Esto también fue observado para las muestras HD y LD,
donde segun la estructura determinada por SAXS en cada particula de quitosano, las

NPM de la muestra HD estan mas cerca que las NPM de la muestra LD.
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CAPITULO 7: INTERACCIONES DIPOLARES
MAGNETICAS EN SUSPENSIONES
COLOIDAES

7.1.INTERACCIONES DIPOLARES Y DE VAN DER WAALS ENTRE
NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Como se determino en el analisis estructural de las suspensiones coloidales, las NPM de
las mismas se encuentran en coexistencia con estructuras agregadas. Las NPM en los
agregados se encuentran a una distancia muy pequefia, del orden del recubrimiento que
posean, por lo cual las interacciones dipolares se incrementan. La coexistencia de las
dos estructuras en el coloide es reflejo de un equilibrio térmico entre las NPM agregadas

y las no agregadas®®.

Esta auto-organizacion es resultado de la competencia entre la energia dipolo-dipolo
(Edip), la cual es de caracter atractivo y tiende a formar estructuras anisotropas como
cadenas unidimensionales, la energia London-van der Waals (Eww), la cual es de
caracter atractivo y tiende a formar estructuras isotrépicas como agregados esféricos
tridimensionales; y la energia estérica (Es) que es de caracter repulsivo e impide la

interpenetracion entre las moléculas del recubrimiento de dos particulas diferentes.

La capa surfactante se considera como una capa rigida de espesor t. de forma que Es= co
para una separacion entre la superficie de las particulas menor a 2t; y Es= 0 para si la

distancia es mayor a 2tc.

La energia de interaccion de London-Van der Waals entre dos particulas de radio R1y R>
respectivamente cuyos centros estan separados una distancia dc, tal como se presenta en

la Figura 7. 1, esta definida por:

pZA
127 EVdW = - fV1 dv1 v, F dvz
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Figura 7. 1.Dos particulas esféricas de radios R1 y Roseparadas una distancia d..

donde A es la constante de London-van der Waals, p la densidad electronica, Viydvison
el volumen total y el diferencial de volumen en el punto P1 y Voydvzson el volumen total

y el diferencial de volumen en el punto P2 separado una distancia d de P1.

La integracion de la ecuacion 127 sobre todo el volumen de cada particula’ es:

_ Ay 2R1R; 2R1R; d%—(R1+R2)2)}
128, Evaw = 6 {dg—(R1+R2)2 + dZ—(Ry1—R3)? +in (‘13—(1'\’1—1?2)2

La constante de Hamaker (An) depende de las propiedades dieléctricas de las NPM y del

medio en la cual se encuentran:

120, Ay = (a2 — a2’

Hnpm

donde Ay,,, Y Au,representan la constante de Hamaker de la NPM y del medio
respectivamente.

El comportamiento de la interaccion de London-van der Waals entre dos particulas de
radio R = 5 nm recubiertas con una capa surfactante de espesor tc = 1.5 nm, en funcién

de la separacidn entre los centros de las particulas se presenta en la Figura 7. 2 para el

caso de particulas en contacto dc =2R+2tc.
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Figura 7. 2.Energia de interaccién London-van der Waals en funcidn de la separacién entre particulas. En
modo contacto dc=2R+2tc.
Se puede observar en esta figura, que la energia de atraccién en modo contacto es mayor

y tiende a cero cuando se separan las particulas.

Por otro lado, como se estudid en la seccion 2.3, debido al caracter magnético de las
NPM que forman el coloide, puede existir interaccién magnética dipolar (Eaip) entre los
momentos magnéticos Pk de la particula k y p; de la particula j. Al igual que la Evaw la
energia de interaccion dipolar depende de la distancia entre los centros de las particulas

lkj-

130, Egyp =t (ﬁ?-uﬁ’ s (m:.r—,q')<p7.r—,q>)>

—.3 —
41\ |7 |7”k1|5

Para minimizar la energia los momentos de las NPM y el vector posicion deben
disponerse en la configuracion "cabeza cola"”, de forma que para dos particulas iguales
de magnetizacién de saturacion Ms se tiene que la energia de interaccion dipolar esta
dada por:

Al igual que la energia de London-van der Waals, la energia dipolar tiende a cero
cuando la distancia entre particulas aumenta. Este comportamiento se puede observar en

la Figura 7. 3:
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Figura 7. 3.Energia de interaccién dipolar en funcion de la separacién entre particulas. En modo contacto
dc=2R+2t.

Es de resaltar que la energia de interaccion dipolar depende del tamafio magnético

((Dmag?) de la NPM el cual es menor que el radio total y depende del momento

magnético medio (p) de la particula y de la magnetizacion de saturacion volumétrica del

material macroscopico (Mbuik):

La posibilidad de la formacion de agregados dentro del coloide se puede cuantificar
utilizando un parametro de agregacion®®"(1a) definido como la relacion entre la

energia total de interaccion de dos particulas y su energia térmica 2kgT:

132. A, =

EvdW+Edd|
2kgT

Los existencia de los agregados es posible si A1a>1. Es decir, las energias de interaccion

son mayores a la energia térmica que trata de desordenar el sistema.

En la Tabla 7. 1 se presentan los valores calculados para Edip, Evaw Y Aapara los coloides
formados por NPM de AO@CoFe204 calculados con las ecuaciones132, 128 y 131. El
espesor de la capa surfactante (tc) fue medido de las imagenes TEM a partir de la
separacion entre particulas. Para el hierro y sus correspondientes Oxidos’?Axtoma
valores entre 0.3x10"%% 3x10° J. Para la capa surfactante de &cido oleico’™ tiene un
valor de 2.45x 102 ] y para el hexano™ se encuentra en el rango de 3.8 y 5.48 x10% J.
Para las NPM de CoFe;04 se toma An= 2.7 x 101° J (1.68 eV).

146



Para todos los coloides se observa que |E,qw| > |Edl-p| lo cual indica que el
comportamiento esta fuertemente influenciado por las interacciones de London-van der
Waals. Se encontro que Aa<l para Cpe Y Cod, l0 cual indica que si dos particulas
interaccionan entre si, el enlace se puede romper debido a la energia térmica, por lo
tanto no existe agregacion de las NPM, en acuerdo con lo observado en los resultados
estructurales de SAXS.. Para los coloides Cpe ¥ Cta Se encontro que Aa>1 lo cual indica
que las energias de interaccién son mayores a la energia térmica, lo cual hace que los

agregados sean estables y puedan observarse con SAXS tal como fue expuesto en la

seccion 4.1.

Coloide  My(Am?/kg) “()rz“r;;’) t (nm) (1oiddeV) (1:_:’:\/) Ja ¢ (rYrT’\1A3)
Cre 40.2 3.9 12 0.2 39.0 07 438 033
Coc 67.3 78 17 2.9 470 09 1106 046
Cre 17.1 15 15  -0.002 190.0 13 9 08l
Cin 48.1 5.2 10 08 199.0 19 745 023

Tabla 7. 1.Energia de interaccion dipolar (Eqip) calculada a partir de las propiedades magnéticas de las
NPM: Magnetizacion de saturacion a 400 K (Ms) y tamafio magnético ({Dy,q4)). El calculo de la energia
de London-van der Waals (Evaw) se calcula utilizando los parametros estructurales como la distancia entre
centros incluyendo el espesor de la capa surfactante (tc). 1 el pardmetro de agregacion calculado
para 2kzT = 5.17x1072eV (T = 300 K).{ es el nimero de moléculas de AO en la superficie de las NPM

y Vmes el volumen de movilidad de las moléculas de AO.

Para todas las NPM de la Tabla 7.1 se tiene que la energia de van der Waals es mayor
que la energia dipolar, motivo por el cual se espera la formacién de agregados de forma
tridimensional. Esto es acorde con lo observado por SAXS, donde la dimension fractal

toma valores cercanos a 3 para las muestras Ciay Cig.

Para la muestra Cpe, los resultados de SAXS indican un exponente fractal de 1.33, lo
cual corresponde a la observacion de estructuras lineales de NPM, motivo por el cual se
espera que la energia dipolar sea la responsable de formar y mantener estas estructuras.
Lo contrario se observa en los resultados de la Tabla 7.1, donde |E, 4w/ | > |Edl-p|, lo cual

estd en desacuerdo con la observacién de estructuras lineales de NPM.
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Una posible explicacion para la discrepancia anterior, es haber considerado el modelo
de capa rigida para el recubrimiento de las NPM de Cpe. Suponer que es posible la
interpenetracion entre las capas surfactantes de las NPM podria dar cuenta de los
resultados obtenidos. Para demostrar esto, el nimero de moléculas () de &cido oleico en
la superficie de las NPM y su volumen de movilidad (V) se calculan. Los resultados se

presentan en la Tabla 7.1.

Figura 7. 4. Representacion esquematica de la union de las moléculas a la capa surfactante a la superficie
de la NPM. El volumen de movilidad de las moléculas de AO esta determinado por un cono de altura t..
Utilizando la representacion esquematica de la Figura 7. 4, se puede deducir que si Am
es el area de interaccion entre el AO y la NPM (0.5 nm?) y si A, = nD? esel area de la
nanoparticula de didmetro D, entonces el nimero de moléculas de &cido oleico sobre la

superficie de la NPM es:

133, (=22

=
El volumen de movilidad de la molécula de &cido oleico es igual al volumen de la

seccion conica determinada por el tamafio de la nanoparticula y el espesor del

recubrimiento:

134, ¥y = (1+Zc)2nke

De esta forma, se establece una relacion entre el volumen de movilidad de una
moléculas de la capa surfactante y el didmetro de la particula, entre mas pequefia las
NPM mayor volumen de movilidad tienen las moléculas del recubrimiento. Este

comportamiento es observado en los resultados de la Tabla 7. 1.
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De esta forma, se observa que las NPM de Cpe tienen un menor nimero de moléculas de
AO en la superficie y por tanto mayor volumen de movilidad por molécula, este
aumento de volumen, hace que sea posible la presencia de espacios a partir de los cuales
los recubrimientos de dos NPM puedan interpenetrarse, disminuyendo la distancia entre
particulas y aumentando la energia dipolar, consecuentemente la formacion de

agregados lineales es posible para esta muestra.

Dicho esto, se estudia el comportamiento de las energias dipolar y de London-van der
Waals para los coloides a los cuales se les ha realizado un cambio superficial de
ligando. En la Tabla 7. 2 se presenta la estimacion de las energias dipolar y de van der
Waals en modo contacto de las NPM de AO@Fe304, DMSA@Fe304 y CS/AO@Fe304.
Los tamafios de particula utilizados para el calculo fueron los estimados por SAXS,
mientras que el espesor de la molécula utilizado para el 4cido oleico’® fue de 1.97 nm 'y
de 1 nm para el DMSA’’, para las NPM de CS/AO@Fes04 se considero la separacion
entre centros de las NPM determinada por TEM dentro de la particula de quitosano:

Drem para HD y Dtem + 3nm para LD.

Las constantes de Hamaker utilizadas para el caso de las NPM de AO@ FesO4 dispersas
en hexano y de NPM de DMSA@ Fes04 dispersas en agua fueron 1.47x10°%! J y34x10°
2L J respectivamente’®. Debido a que las NPM de las muestras HD y LD estan
inmovilizadas no se considerd la Eqw para este sistema y el calculo de Aa se realizo
teniendo en cuenta Gnicamente la Egip. El calculo de Aano incluye el efecto de la

repulsién electrostatica debida a la carga superficial generada en el DMSA.

Los resultados indican que Aa<l para todas las NPM de AO@Fes04 dispersas en
hexano y para las NPM de DMSA@Fes04 dispersas en agua, por lo cual la energia
térmica es mayor que las energias de interaccion y la formacién de agregados estables
no seria posible. Los resultados SAXS para las muestras O16 y O16B confirman lo
anterior, puesto que el grado de agregacion («) encontrado con SAXS fue de 0.06 y 0%

respectivamente.
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Coloide |Eddl |Evaw]
(10%eV) (10%eV)

010 4.9 0.1 0.12
ODMSA10 8.3 12.7 0.50
ODMSAI11 3.6 18.6 0.53

016 0.6 x10? 0.3 0.08x101

016B 0.1 x10? 0.3 0.08x101

ODMSA16B 1.4 254 0.64
HD 49.3 - 1.17
LD 14.2 - 0.33

Tabla 7. 2.Determinacidn de la energia dipolar, energia de van der Waals y pardmetro de agregacién para
las NPM de AO@ Fe304, DMSA@ Fes04, HD y LD.

Para las NPM dispersas en agua se tiene un pardmetro Aa mucho mayor que para las

NPM dispersas en hexano, pero ain menor que 1. El grado de agregacion observado por

SAXS fue de 28, 60 y 13 % para las muestras ODMSA10, ODMSA1l1 y ODMSA16B

respectivamente, mucho mayor que el observado para las muestras en hexano.

Los resultados del parametro Aa no serian consistentes con la presencia de agregados
permanentes en las NPM de DMSA@Fez:04 que se ha observado con SAXS y TEM
puesto que estos agregados, se forman durante el proceso de sintesis, al realizar el
cambio de ligando las NPM quedan desnudas, permitiendo que las mismas estén en
contacto unas con otras incrementando la energia dipolar y permitiendo la formacion de
agregados los cuales se mantienen cuando se realiza el recubrimiento con DMSA. Es
decir, el resultado del calculo es consistente con que no se produce agregacion después

del proceso de intercambio de ligando.

Los resultados obtenidos para Aa en el sistema de DMSA@Fes0s indican que no se
pueden formar nuevos agregados. Estas NPM se encuentran estabilizadas
electrostaticamente, y esta interaccion no ha sido tenido cuenta en el céalculo de Aa. Si se
hubiese tenido en cuenta esta interaccion el valor de este parametro hubiese sido ain
menor. La interaccion electrostatica aumentaria la distancia entre particulas y por lo

tanto la energia dipolar como la de van der Waals disminuirian.

150



Para las NPM de las muestras HD y LD, se observa que la interaccion dipolar es mayor
para la muestra HD que para la muestra LD, consistente con la estructura observada por
SAXS y TEM, que corresponde a NPM en contacto para la muestra HD y NPM
separadas para la muestra LD. Considerando Unicamente la energia dipolar la formacion

de agregados estables es mas posible en la muestra HD que en la muestra LD.

Si consideramos el estado anterior de estas nanoparticulas, antes de la segunda
nanocristalizacién durante la cual las NPM del tipo AO@Fe304 son recubiertas con
quitosano, se obtienen valores de /1a< 1, confirmando que la formacion de agregados en
la muestra HD se debe al proceso de recubrimiento con quitosano, y a que
probablemente el recubrimiento previo con acido oleico no fue uniforme. En la Tabla
3.2 se observo que la cantidad de &cido oleico utilizada en la sintesis de la muestra HD

fue menor gue el utilizado en la muestra LD, lo cual avala la idea anterior.

7.2.INFLUENCIA DE LAS INTERACCIONES DIPOLARES EN LA
VELOCIDAD ESPECIFICA DE ABSORCION.

En la seccion anterior, se determiné la intensidad de las interacciones dipolar y van der
Waals entre dos NPM del mismo tamarfio separadas una distancia entre centros igual a
su diametro, incluyendo el espesor de su capa surfactante. En una suspension coloidal,
la aproximacion anterior no siempre es util. La polidispersion de tamafio y la
concentracion de la suspension juegan un papel importante en la determinacion del
efecto de las interacciones dipolares en la disipacion de calor de las NPM. En este caso,
se debe considerar la formacion de un campo dipolar producido por las NPM y como

este campo interactGa con una particula del sistema.

En primer lugar, para determinar experimentalmente la magnitud de las interacciones
dipolares entre NPM en una suspension coloidal, se realizaron medidas de
magnetizacion remanente isotérmica (IRM) y demagnetizacion d.c. (DCD)’®. Estas
medidas que determinan solo la componente irreversible de la magnetizacion se
realizaron sobre muestras de 100 pL de la suspension coloidal con magnetometria
SQUID y PPMS a5 K.

Las medidas de IRM se realizaron enfriando desde temperatura ambiente hasta 5 K sin
campo magnético aplicado (H = 0), después se aplica un pequefio campo Happ para

magnetizar la muestra, se vuelve a H = 0 y se mide la magnetizacion remanente. El
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procedimiento se repite con un Happ cada vez méas grande hasta alcanzar el campo de
saturacion magnética, para nuestro caso Happ Se vario entre 4 y 4000 kA/m. El aumento
del campo magnético se realizé en varias etapas, en la primera, desde 4 hasta 160 kA/m
se midi6 cada 4 kA/m, de 160 hasta 800 kA/m se midio cada 8 kA/m, y el rango restante
se midio cada 200 kA/m.
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Figura 7. 5. Diagramas IRM y DCD para las muestras (a) ODMSA10, (b) ODMSAL11, (c) ODMSA16B.

(d) Diferencia entre las curvas IRM y DCD (dM) en funcién del campo aplicado.
En el caso de las medidas DCD, en el estado desmagnetizado a 5 K, se aplica un campo
positivo Hmax =4000 kA/m, después se aplica un pequefio campo negativo Happ para
magnetizar la muestra, se vuelve a H = 0 y se mide la magnetizacién remanente. El
procedimiento se repite volviendo cada vez a Hmax Yy aplicando un Happ de magnitud
cada vez mas grande hasta alcanzar el campo negativo de saturacion magnética, para
nuestro caso Happ Se vario entre -4 y -4000 kA/m, con rangos y variaciones iguales a los
de la medida IRM. Las medidas de IRM y DCD se presentan en la Figura 7. 5 para las
muestras ODMSA10, ODMSA11 y ODMSA16B.
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Si dividimos la magnetizacion de las curvas IRM y DCD por su respectiva remanencia
para campo de saturacion obtenemos las magnetizaciones relativas (m) para cada caso.

Para un sistema no interactuante se cumple la siguiente relacion lineal:
135 mDCD = 1 - ZmIRM

Desviaciones de la linealidad son atribuidas a interacciones en el sistema, de forma que
se puede definir el parametro oM como la diferencia entre la curva mpcp y el resultado

de la ecuacion 135:
136 6M = mDCD - (1 - ZmIRM)

La presencia de las interacciones en el sistema se revela en este tipos de curvas §M vs
H, y cuanto mas interactivo es el sistema mas grande es el pico §M.De esta forma si oM
<0 significa que la energia dipolar es la interaccion dominante entre las NPM o que las

mismas son mas facilmente desmagnetizables que magnetizables®.

En la Figura 7. 5(d) se presentan el calculo de oM en funcion del campo aplicado. Como
se puede observar para todas las muestras existe un pico negativo que indicaria la
presencia de interacciones dipolares entre las NPM. A medida que el campo se aumenta
la curva tiende a cero debido a que la energia del campo aplicado sobrepasa a la energia

dipolar.
Por otro lado, a partir de la ecuacion 135 se puede deducir que:

dmpcp -9 dmrm
dH dH

La desviacion de los datos experimentales de la anterior relacion es atribuida a las
interacciones entre particulas. Un orden de magnitud del campo medio de interaccién

(Hint) puede obtenerse a partir de la relacion®-#%;

_ Hpcp—HirMm
137 Hipe = — 5

Donde Hocp Y Hirm representan el valor de campo para el cual las curvas de dmpcp/dH y
dmirm/dH presentan un maximo. En la Figura 7.5 se presentan estas curvas en funcion
de la amplitud de campo para las muestras ODMSA10, ODMSA11 y ODMSA16B.

153



10 10F
.,oo.‘ @ (b) 10k m-m
/% /.‘o / \

08l e LY 08 ¢\ osl H 3 —m=—dm,,,/dH
g °/ .\O m—dm_ /dH ° / 9 dm,_ /dH 5 / \ —m=dmy/dH
= L - —E==dm, =
g o6/ b o S o6f o \ o E o6l m H,, = -17.8 kAIm
A ° Y o—dm__ /dH o —e—dm__ /dH .-
=} / e oee .,,E oo % / / LA
2 04 pe® [ "o, H_ =-11.93 kA/m o \ H_=-11.37 kKA/m = o - \'\
I / (Y int ] . n® nt 0.4
B u 'h. So4r 0 SN T
= / % I S / LA 3
3 o2} la “igg g h AW 2 . .

o ne 0.2 N
o l..... 3 02| Ve, / .,
- aete, . “u.%, N SEepog
0.0 pum . . . . . , S -2y, 0.0 b=~ . . ~E-m-
0 20 40 60 80 100 120 140 oom . . . . L P8-ae0.g. 0 50 100 150
H (kAM) 0 20 40 60 80 100 120 140 160 H (kAim)

H (kA/m)

Figura 7. 6. Comportamiento de dmpcp/dH y dmrm/dH en funcién del campo magnético par las muestras
(a) ODMSAI10, (b) ODMSA11, (c) ODMSA16B.

Los valores de Hint obtenidos se presentan también en la Figura 8.5.Se puede observar
que para todas las muestras Hocp> Hirm 0 cual sugiere que las interacciones producen

un campo desmagnetizante.
De esta forma, se considera la energia dipolar como:
&M _ 2
138 Edip = _nuOHiTltVNPM

Los célculos de la energia dipolar utilizando la ecuacion 138 se presentan en la Tabla 7.
3. Se puede observar que los valores de energia dipolar encontrados son del mismo

orden de magnitud que los calculados en la Tabla 7. 2.

Hp Hint |Eglg,
Coloide
(kA/m)  (KA/m) (103 eV)

ODMSA10 38.6 -11.93 0.77

ODMSA11 46.5 -11.37 1.29
ODMSA16B  46.8 -17.80 6.26

Tabla 7. 3.Valores de pico maximo de la curva H, y energia dipolar Eg{‘;obtenidos a partir de la curva de
oM y el campo medio de interaccién Hiq.

En la Figura 7. 7 se presenta la relacion entre el ILP medido en estas muestras para las

muestras ODMSA10, ODMSA11 y ODMSA16B vy la energia dipolar calculada con los

dos métodos presentados anteriormente. En esta figura se observa que a medida que

aumentan las interacciones dipolares, calculadas a partir del anélisis de IRM y DCD, el

ILP aumenta, estos valores difieren de los calculados en la seccidn anterior utilizando la

ecuacion 131.
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Mientras que las medidas de IRM y DCD proveen una determinacion experimental del
campo de interaccion y por lo tanto da informacion sobre el campo medio producido por
todas las particulas analizadas, el modelo considerado en la seccidon anterior es
solamente una estimacion de la energia dipolar entre dos particulas en contacto. Motivo

por el cual no se espera una concordancia perfecta entre los dos métodos.
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Figura 7. 7. ILP vs Egip obtenida para las muestras ODMSA10, ODMSA11 y ODMSAL6B. Los valores
de Euip se calcularon a partir del andlisis de la curva de IRM y DCD.

Segun los resultados de la caracterizacion estructural por SAXS, se establecié que las
NPM de la muestra ODMSA16B (16.8 nm) son mas grandes que las NPM de las
muestras ODMSA10 y ODMSA11 (10.98 y 13.44 nm respectivamente). Aunque la Ms
de la muestra ODMSAL16B es mayor que para las otras dos muestras, su mayor tamafo
de particula hace que la distancia entre centros se incremente, resultando en una energia
dipolar menor para esta muestra en comparacién con la muestra ODMSA11 que posee

menor distancia entre centros.

Por otro lado, la muestra ODMSAZ16B tiene una mayor dispersion de tamafio (s.d), por
lo cual, una particula de este coloide esta rodeada por otras particulas de tamafio entre
D-sdy D+s.d. Este rango, asi como el tamafio del agregado, es mayor para las muestra
ODMSAI16B que para las otras muestras, razon por la cual se espera que el campo
dipolar (Hint) generado por el entorno sea mayor para esta muestra y menor para las
muestras ODMSA10 y ODMSAL11.

Debido a que las medidas del campo medio dipolar tienen en cuenta la influencia del

entorno sobre las propiedades magnéticas de una particula, podemos suponer es una
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mejor aproximacion para tener en cuenta la influencia de las interacciones dipolares en
el SAR de las NPM.

Por otro lado, la influencia de un campo dipolar en SAR del coloide se puede
determinar a partir de la aplicacion el modelo de campo medio de Landi discutido en la
seccién 2.5.2, considerando una aproximacién monodispersa para los coloides

estudiados.

Para determinar las interacciones dipolares, se asume que Eg;, = kgT,, donde To se

calcula utilizando los pardmetros estructurales del coloide determinados por SAXS y
TEM vy los pardmetros magnéticos determinados por medidas de magnetizacion d.c., tal

como se presento en la ecuacion 48:

S N (TGRS
° 7 10kgKVyp \ 41 ds

El nimero de particulas (N) y la distancia entre particulas (d), de volumen V y densidad

p, se calcula a partir de la concentracion del coloide ([x]), suponiendo que las NPM se
encuentran homogéneamente distribuidas en la suspension:

139. d= (%)1/3

Los resultados de To y de Eqq obtenidos a partir de este modelo, utilizando los
pardmetros determinadas por magnetizacion d.c., SAXS y TEM, se presentan en la
Tabla 7. 4. Los resultados indican, al igual que los otros modelos estudiados, que las
muestras HD y ODMSAL6B tienen menor energia de interaccion dipolar en

comparacion a sus pares del mismo sistema.

Coloide To(K) Edd SARLandi  SARexp
(10°ev)  (Wig)  (WIg)
LD 1588.0 136.9 0.28 8.2

HD 802.6 69.2 5.77 79.0

ODMSA10 1018.0 87.8 68.14 22.6

ODMSA11  255.2 22.0 933.50 21.0

ODMSA16B 754 6.5 1640.80 67.7

Tabla 7. 4. Determinacion de To, la energia dipolar y el SAR calculado a partir del modelo de campo

medio de Landi.
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En el modelo de Landi se propone un cambio en la energia de barrera de las NPM
adicionando un término energético proporcional a y que representa a las contribuciones
debidas a las interacciones dipolares y que ademas es inversamente proporcional a (d®),
puesto que el primer momento del campo dipolar, inversamente proporcional a (d3) se
anula . Por lo tanto la concentracién del coloide, que define la distancia entre particulas,

influye de manera significativa en el SAR.

Para determinar experimentalmente la influencia de la concentracion en el SAR, se elige
la muestra ODMSA16B debido a que, de las muestras con baja polidispersién de
tamarnio, es la que presenta mayor SAR. Las medidas de SAR de los coloides diluidos en

funcién de la concentracion se presentan en la Figura 7. 8.
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Figura 7. 8.(a) Comportamiento del SAR en funcién de la concentracion del coloide para la muestra
ODMSAI16B. (b) Simulacion de SAR vs [x] utilizando el modelo de Landi para la muestra ODMSA16B.
Tm corresponde al periodo del campo de radiofrecuencia.

Los modelos utilizados anteriormente, aunque no reproducen con exactitud el valor del
SAR medido experimentalmente, si establecen un comportamiento del mismo con
relacién a un cambio en los parametros magnéticos o estructurales de la suspension
coloidal. Del valor de SAR obtenido a partir de las medidas calorimétricas es posible
determinar el factor de frecuencia (fac. frec.) de la muestra en funcion de la
concentracion. El factor de frecuencia de una particula depende de su tamafio ya que el
tiempo de relajacion es una cantidad dependiente del volumen. Por esto, si se considera
un tamafo de particula medio, el factor de frecuencia de un conjunto de nanoparticulas

lo aproximamos por:

6kgTp

ac.frec * ——— SAR
factree~ Emawige o

donde (V) es el volumen medio del conjunto de NPM.
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En la Figura 7. 9 se presenta el factor de frecuencia normalizado a 1/2 que es el valor
maximo esperado en condicidn de resonancia para la frecuencia de excitacion w/2z =
145 kHz. A partir del este factor es posible obtener los valores del tiempo de relajacion

utilizando la expresion:

wT
fac. frec = 1T a2
En la Figura 7. 9 se muestran los valores del tiempo de relajacion obtenido en funcion
de la concentracion del coloide. Como se dijo anteriormente, la concentracion del
coloide permite controlar la interaccion dipolar entre las particulas, por lo tanto dicha
gréfica puede entenderse como la dependencia del tiempo de relajacion con la
intensidad de las interacciones entre particulas. Se observa que el tiempo de relajacion
aumenta a medida que las interacciones aumentan. Esto se debe a que estas Gltimas
modifican la altura de la barrera entre los dos minimos de energia, a mayor energia

dipolar mayor altura de la barrera.
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Figura 7. 9.Factor de frecuencia (fac. frec) y tiempo de relajacion en funcién de la concentracion de la
muestra ODMSA16B.
Al igual que para los datos de la simulacion de la Figura 7. 8(b), la concentracién para
la cual el tiempo de relajacion de las NPM es igual al tiempo de medida experimental
coincide con el valor de la concentracion para el cual se obtiene el mayor SAR. Por otro
lado, puesto que el modelo de Landi es sensible a cambios pequefios en la
concentracion, es necesario tener en cuenta la concentracion localizada de NPM en los

agregados y asi determinar la influencia de estos agregados en las medidas de SAR.
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Debido a que las medidas de SAXS, dan razon de la organizacion de las NPM en el

coloide es posible determinar, utilizando esta técnica, la concentracion del agregado.

Utilizando el modelo de Beaucage, donde G es la constante de Guinier del agregado, se

tiene que:
G = N;An?V¢

Donde N¢ es el nimero de NPM que forman el agregado, V¢ es el volumen del agregado
y An es el contraste electronico que da cuenta de la diferencia electronica entre el
agregado y la matriz en la cual esta disperso. Para el caso de NPM de Fe3O4 dispersas
en agua An = 3.10x10*¢m~2 y para el caso de NPM de Fe;Os dispersas en agua
An = 2.80x10cm™2.
De esta forma, considerando una aproximacion monodispersa tanto para las NPM como
para los agregados, se tiene que el nimero de agregados (n¢) es:
GVs
Ng =———
¢ AnZVEZ

donde Vs es el volumen de la muestra.

La concentracion de la muestra [x], definida como la masa de NPM en un volumen Vs se
puede escribir de la forma:

_ nppV

=2

Donde np es el nimero de NPM de volumen V dispersas en el volumen Vs. De forma

que

Considerando que la fraccion « de todas las particulas se encuentran distribuidas en neg

agregados se tiene que el niamero de particulas por agregado (n,) es:

_an, a[x]AnZVE2
e = ng  pvG

Asi la concentracion de masa de NPM por unidad de volumen dentro del agregado

([x]o) es:
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_afx]vgAn?
140.  [x]¢ = —F—
De esta forma se obtiene la concentracion local, que puede ser utilizada para calcular el
SAR producido por el agregado utilizando el modelo de Landi. Los resultados son

presentados en la Tabla 7.5.

[X]f SARLandi  SARexp
(mg/mL)  (Wig)  (WI/g)
LD - 0 160 633.4 0.05 8.2

Coloide Geml) «a

HD 808.8 1 5817 35.7 1.33 79.0
ODMSA10 816.9 0.28 535 26.5 20.33 22.6
ODMSA11 3523 0.60 161 30.0 95.44 21.0

ODMSA16B 347.64 0.13 51 10.0 1264.30 67.7

Tabla 7.5. Concentracion local ([x]¢) obtenida a partir del analisis de coeficiente de Guinier (G). Npes el

nimero de NPM por agregado, SARandi s €l resultado del SAR calculado con [x]: y Np. Los resultados se
comparan con el valor de SAR experimental SARexp.

Considerando una concentracion local, el modelo de Landi no reproduce los valores de

SAR obtenidos experimentalmente, pero si reproduce la tendencia en cuanto a qué

sistema de NPM disipan mas calor.

Hay un mejor acuerdo, entre el SAR calculado y el SAR medido para las muestras
ODMSA10 y ODMSA11 que son las que presentan menor polidispersion de tamafio.
Mientras que el desacuerdo se mantiene para la muestra ODMSA16B. El numero de
particulas que componen los agregados de la muestra ODMSAL16B es menor que el
namero de particulas en los agregados de ODMSA10 y ODMSA11, ademas, la muestra
ODMSA16 presenta un porcentaje de agregacion solo del 13% en comparacion con el
28y 60 % para las muestras ODMSA10 y ODMSAL1 respectivamente.

Aunque los agregados de ODMSAL16B estén compuestos por menos NPM el momento
magnético de cada particula individual es mayor que para las NPM de las muestras
ODMSA10 y ODMSALL, por lo cual se tiene una mayor energia dipolar entre
particulas, tal como se observd en la Tabla 7. 2, lo cual se traduce en un campo dipolar
mayor (Tabla 7. 3). Esto hace que el valor de SAR calculado usando una concentracion
local, sea para esta muestra, mayor que el encontrado utilizando una distribucion
homogénea de las NPM (Tabla 7. 4).
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La discrepancia entre los valores de SAR obtenidos a partir del modelo de Landi,
también podria estar asociada con la polidispersion de tamafio. Mientras que las NPM
de los coloides HD, LD y ODMSA16B presentan alta polidispersion de tamario, las
NPM de los coloides ODMSA10 y ODMSAL11 son poco polidispersas, por lo cual la

aproximacion polidispersa se acomoda mejor al anélisis de los datos experimentales.

Para finalizar, podemos afirmar que las interacciones dipolares influyen en la medida
del SAR de una suspension coloidal. Una forma de controlar las interacciones es variar
la concentracion del coloide, a mayor concentracién menor distancia entre particulas y
el SAR se incrementa. Un incremento excesivo de la concentracion puede llevar a la
formacion de agregados, motivo por el cual es necesario considerar una concentracion

local para el agregado, que puede diferir de la concentracion total del coloide.

Por este motivo, se hace necesario una descripcién magnética y estructural del coloide:
conocer el estado de las NPM, su tamafio y dispersion, asi como sus propiedades

magnéticas permite aplicar el mejor método para cada caso.
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CAPITULO 8: INTERNALIZACION DE
CULTIVOS CELULARES CON NPM

Con la finalidad de estudiar la organizacion de las NPM dentro de los endosomas
celulares, se realizaron procedimientos de internalizacion de NPM ODMSAI11 en
cultivos de la linea celular A549. Las NPM utilizadas son del tipopDMSA@Fez0s y
fueron elegidas para las experiencias in vitro debido a su biocompatibilidad, a sus
propiedades fisicas como baja polidispersion y alta magnetizacion de saturacién. La
baja polidispersion da lugar a un patrén SAXS, de las NPM en el estado de suspension
coloidal estable, de caracteristicas bien definidas (franjas en el patron 2D que resultan
en maximos y minimos de intensidad en el patron integrado). Particulas con momento
magnético elevado aseguran mejor respuesta a los campos aplicados en las

configuraciones que la estufa de cultivo permite.

En un primer experimento, se realizaron internalizaciones incubando la monocapa de
ceélulas con diferentes concentraciones del coloide disueltas en el medio de cultivo.
Estas muestras fueron analizadas con TEM de baja resolucion con el fin de elegir la
concentracion méas adecuada para el estudio con campo aplicado. En un segundo
experimento, se dejé la concentracidn constante y se aplic6 campo magnético durante y

después de la internalizacion de NPM.
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8.1 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE ENDOSOMAS
MAGNETICOS: TEM Y SAXS

Con el objetivo de estudiar los efectos de la concentracion en el coloide, después de la
formacion de la monocapa del cultivo celular con una confluencia del 60 % en disco de
Petri, se incuba con 58, 90, 116, 250 pgresos/mL de la suspension coloidal. Después se
deja en una estufa de cultivo a 37°C durante 24 horas para dar lugar al proceso de
internalizacion de las NPM en las células. Paso siguiente, se lava con PBS para retirar el
exceso de NPM vy se fija el cultivo en monocapa con glutaraldehido para su observacién
con microscopia TEM. Para control, se realiza el mismo procedimiento sobre un cultivo
que no fue puesto en contacto con el coloide, incluido el paso de lavado, renovacién de
medio de cultivo y 24 horas de cultivos después del 60 % de confluencia. Las

fotografias TEM obtenidas sobre este cultivo se presentan en la Figura 8. 1.

Figura 8. 1. Células A549 observadas con microscopia electronica de transmision (TEM).
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En la figura 8.2 se muestras las imagenes TEM sobre un cultivo internalizado a una
concentracion de 116 pgresos/mL. En la misma se puede observar todo el proceso de
fagocitosis por medio del mecanismo de endocitosis inespecifica por el cual las NPM
son incorporadas en la célula. La endocitosis es un proceso que consta de multiples
pasos que incluyen la unién a la membrana plasmatica, internalizacion, formacion de

endosomas que engloban el material internalizado, fusion con lisosomas v lisis.

En el interior de los endosomas y lisosomas, el pH es extremadamente bajo, lo cual
podria degradar los recubrimientos de las NPM e inclusive generar cambios en la
composicion del carozo magnético de la particula. En la figura 8.2 se observan las NPM
en el exterior de la célula formando agregados (flecha A en la imagen), también se
observan NPM en el estadio inicial de la fagocitosis en el que aglomerados de estas
comienzan a ser abrazados por los pseudépodos (flecha B), y por ultimo se observan las
NPM dentro de los endosomas en el interior de la célula (flecha C). Esto permite
concluir que la internalizacion se da a partir de agregados en la superficie de la célula,

sin observar particulas individuales dentro de la misma.

Figura 8. 2.Proceso de endocitosis de NPM por células A549.

Se tomaron iméagenes TEM sobre los cultivos internalizados con diferentes
concentraciones del coloide ODMSA11. Una imagen representativa de lo observado
para cada concentracion se presenta en la Figura 8.3. Cabe resaltar que, después de la
observacion de varias células de cada cultivo, para la concentracion de 116 pgreo/mL
se observa la mayor cantidad de endosomas magnéticos dentro de la célula, por lo cual
se utiliza esta concentracion para realizar medidas de SAXS y HR-TEM. Para
concentraciones mas altas la citotoxicidad del coloide aumenta.
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Figura 8. 3. Células A549 con NPM de ODMSA11 internalizadas a diferentes concentraciones. Se
observa la formacion de los endosomas magnéticos dentro de la célula.
Para determinar la conformacion de endosomas magnéticos y su consecuente respuesta
a campos magnéticos externos, durante y después de la internalizacion, se montaron los
imanes en la configuracion presentado en la Figura 8. 4 para aplicar campo en los
cultivos. EI campo magnético fue aplicado con dos imanes de NdFeB con forma de
disco de 5.0 cm diametro y 0.5 cm de altura. La intensidad de campo en diferentes

puntos del cultivo celular se detalla en la Figura 8. 4.
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Figura 8. 4. Aplicador de campo para realizar la incubacion de células con NPM en presencia de campo
magnético. Se observa la distribucidn de las lineas de campo en un coloide magnético y los valores de
campo obtenidos en diferentes puntos de la placa de Petri utilizada para los cultivos celulares.

En un primer experimento, después de las 24 horas de incubacion y del lavado con PBS
para desechar el exceso de NPM que no fueron internalizadas, se expone a las células a
un campo de 15.1 KA/m durante 15 minutos. Luego se agrega la cantidad
correspondiente de glutaraldehido para realizar el fijado de las células y se aplicado el
campo por 15 minutos mas en una heladera a 4°C . Por Gltimo se retira el campo y se

preparan las células segun se detalla en la seccién 3.3.2 para ser observadas por TEM.

Las imagenes TEM correspondientes a células internalizadas a las diferentes
concentraciones utilizadas y en presencia de campo magnético durante el fijado se

presentan en las Figuras 8.5 a 8.8.
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Figura 8. 6. Imagenes TEM del cultivo celular con 90 pgresoa/mL fijado con campo magnético.

168



Figura 8. 7. Imagenes TEM del cultivo celular con 116 pgresoa/mL fijado con campo magnético. Se
observa la alineacidn de los endosomas magnéticos en la direccidn del campo aplicado.
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Figura 8. 8. Imagenes TEM del cultivo celular con 250 pgresos/mL fijado con campo magnético.

De este experimento se pudo observar para las células con 116 pgrezos/mL la alineacion
de los endosomas magnéticos en una direccién preferencial. Debido al proceso de
preparacion de las muestras para su observacion por TEM no es posible conocer en qué
direccién fue aplicado el campo magnético. Ya que en preparados sin la presencia de
campo magnético no se observa la alineacion de endosomas mencionada, es posible
concluir que la presencia del campo es la responsable de esta alineacién. Siendo esta su
causa, se puede presumir que tal alineacion coincide con la direccién en la que fue
aplicado el campo, ya que esta es la Unica ruptura de simetria en el experimento. Para

las otras concentraciones no se observo esta alineacion de endosomas.

Debido a que el cultivo con 116 pgresos/mL fue el que presentd mayor cantidad de
endosomas con NPM y un alto grado de alineacién de los mismos en respuesta al campo
magnético externo, se realiz6 un segundo experimento que consistio en aplicar el campo

magnético en diferentes momentos de la internalizacion de NPM.

Dependiendo del momento en que se aplicé campo magnético se nombran los siguientes

grupos de células:
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Control: Cultivo celular sin NPM.

SCM (Sin Campo Magnético): no se aplicO campo magnético en ninguna fase de la

internalizacién.

CMIF (Campo Magnético durante Internalizacion y Fijado): se aplicé campo
magnético durante el proceso de 24 horas de internalizacion y durante el proceso de
fijado.

CMF (Campo Magnético durante Fijado): no se aplic6 campo magnético durante la

internalizacion pero si durante la fase de fijado.

De igual forma que en el primer experimento de internalizacion y fijado con campo, se
observa para los cultivos celulares CMF y CMIF una organizacién de los endosomas en
una direccion preferencial, la cual no se observa en el cultivo SCM vy por lo tanto es

causada por la presencia de campo magnético.

La respuesta magnética de los cultivos también se estudia por VSM. En la Figura 8.10

se presentan las curvas de M vs H para las diferentes muestras.

171



Figura 8. 9. Células A549 con NPM ODMSAL11 internalizadas con una dosis de 116 pg/mL. (a)
y (b). Células con NPM internalizadas sin campo magnético (SCM). (c) y (d). Células fijadas

bajo campo magnético (CMF). (e) y(f). Células internalizadas y fijadas con campo magnético
(CMIF). Las flechas indican la presumible direccién del campo magnético durante el

procedimiento.
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Figura 8. 10. Curvas de M vs H obtenidas por VSM para los tres cultivos celulares estudiados.

El cultivo CMIF es el que menor respuesta magnética tiene en comparacién a los
cultivos CMF y SCM, siendo el cultivo CMF el que mayor respuesta presenta.

Conociendo la magnetizacion de saturacion especifica del coloide ODMSA1L1 con el
cual fueron internalizados los cultivos se puede conocer la masa de NPM internalizado
por célula en valor medio llamado grado de internalizacién o captacion (up-take en

Inglés) usando la ecuacion:

141. up — take = —pce

MscoloideNcel

Donde u..;€s el momento magnético medido a partir de la magnetizacion de saturacion
del cultivo celular y N,,; es el nimero de células utilizadas en el experimento de VSM

segun se determina con camara de Neubauer. Los resultados se presentan en la tabla 8.1.

up-take
Cultivo
(pgresos/célula)
SCM 21.71
CMF 21.10
CMIF 0.46

Tabla 8. 1. Up-take calculado a partir de las curvas de magnetizacion.
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Los resultados del up-take demuestran que la aplicacién de campo magnético en la
configuracién descripta durante el proceso de internalizacion causa que el proceso no
sea tan efectivo, puesto que, el campo magnético desplaza las NPM que se encuentran
en suspension en el medio de cultivo. La presencia del campo genera lineas de mayor
concentracion de NPM y zonas de menor concentracion, redundando esto en una
disminucion del up-take. Debido a que los cultivos SCM y CMF fueron internalizados
bajo las mismas condiciones, el up-take tiene un valor similar y no tiene relacion con la

aplicacion de campo magnético.

La caracterizacion de la estructura interna de las NPM dentro de las células fue llevada
a cabo con SAXS, segln el protocolo presentado en la seccion 3.3.1. Los patrones
obtenidos para las diferentes muestras se presentan en la figura 9.10. A nuestro
entender, estos experimentos son los primeros que logran medir el patron SAXS de

NPM internalizadas en células.
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Figura 8. 11. (a) Curvas SAXS obtenidas para los cultivos celulares. La figura interna muestra la medida
SAXS de la suspension coloidal.(b). Patrén SAXS obtenido para el cultivo control.
Se observa que los patrones SAXS de la figura 8.11(a) correspondientes a las células
internalizadas con el coloide ODMSA11 son similares a los obtenidos para el mismo
coloide ODMSAL11, el patron SAXS de esta muestra se puede observar en el inset de la
Figura 8.11(a) y que difieren totalmente del patrén observado para la muestra control.
Por lo tanto, podemos afirmar que la respuesta observada en los cultivos celulares
internalizados corresponde a las NPM y no a estructuras biolégicas propias de las
células. Cabe resaltan que a pesar de las bajas concentraciones de NPM dentro de las
células, y en la suspension de células en general, se aprecia claramente la estructura de

las NPM en la medida.

174



En la figura 8.11 se puede observar como la intensidad dispersada disminuye para los
cultivos sobre los cuales se aplicd campo magnético en comparacion con el cultivo
SCM. Este comportamiento indica una disminucion en la concentracion de NPM
endocitadas por las células. Cabe aclarar que todas las muestras para las medidas SAXS
se prepararon de manera tal que todas tengan el mismo nimero de células por unidad de
volumen. Por lo tanto, la disminucién de la intensidad de la medida SAXS indica un
menor valor de up-take de NP por célula. La comparacion del up-take entre las
diferentes muestras que se puede deducir a partir de las medidas SAXS coincide con el

determinado a través de medidas magnéticas.

La dependencia de la seccion eficaz de dispersion para valores pequefios del vector de
onda también varia de muestra a muestra, observando un comportamiento proporcional
a g~ 9*1para la muestra SCM, q~1%%1para la muestra CMF y g~ 187+para la muestra

CMIF.

Para valores de g tal que qR<1 se puede aplicar el modelo de Beaucage para determinar
el radio de giro del agregado y la dimension fractal de las NPM dentro de los
endosomas. En la figura 8.12 se observan los ajustes con el modelo de Beaucage para
esta region de valores de g. En la tabla 9.3 se presentan los valores de radio de giro y

dimension fractal obtenidos a partir del ajuste con el modelo de Beaucage.
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Figura 8. 12. Comportamiento de la zona de Guinier para los patrones SAXS de las NPM internalizadas.

La linea continua roja representa el ajuste usando el modelo de Beaucage.
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La disminucion del tamafio del agregado, asi como el aumento del exponente fractal
coinciden con lo observado en la figura 4.11 donde se estudié el comportamiento de

este tipo de suspensiones coloidales en funcion de la concentracion.

En la suspension coloidal, tal como se muestra en la tabla 4.3, el tamafio del agregado
era de méas de 200 nm por lo cual no era posible registrar su comportamiento. Las bajas
concentraciones de NPM dentro de las células hacen que este agregado sea visible en

SAXS a pesar de estar en endosomas de varios micrometros de tamafio.

Cultivo Rg(nm) df Drem (nm)

SCM 56.51 1.67 103

CMIF 29.23  1.87 76

CMF 28.64 2.69 60

Tabla 8. 2. Radio de giro del agregado y dimension fractal obtenidas a partir de los andlisis de SAXS.

Este comportamiento también fue evidenciado en las imagenes TEM donde se observa
que las NPM dentro del endosoma se encuentran formando estructuras cerradas tipo
anillo, las cuales son méas grandes para los cultivos sin campo magnético y se van

volviendo més pequefias para las muestras CMF y CMI.

Una de estas estructuras presentes en la muestra CMIF se presenta en la figura 8.13.

Figura 8. 13. Imagen TEM de una estructura tipo anillo formada en la muestra CMI.

Como puede observarse, tanto las imagenes TEM como los patrones SAXS demuestran
la existencia de estructuras formadas por NPM dentro de los endosomas. La formacion

de este tipo de estructuras se debe a un proceso de adhesion electrostatica entre las NPM
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y la membrana celular y al proceso de fagocitosis que encierra las NPM en los

endosomas.

De esta forma, para la aplicacion de este tipo de NPM en un tratamiento de hipertermia
intracelular, es necesario que se tenga en cuenta que el comportamiento de las NPM no
es solo de caracter individual, sino que esta influenciado por la presencia de las otras
NPM. Tal como se explica en el modelo de Landi y en el modelo DBF, esta interaccion
genera un campo magnético desmagnetizante que modifica las propiedades magnéticas
y por lo tanto la capacidad de las NPM de absorber energia del campo magnético de

radiofrecuencia y liberarla en forma de calor.

Ademaés, otro pardmetro a tener en cuenta es la concentracion de NPM dentro de las
celulas. Una concentracion alta tiende a aumentar la interaccion dipolar, puesto que la
distancia entre particulas dentro de la célula es cada vez mas pequefia. Como se observo
en la figura 8.13 algunas de estas estructuras tienen forma de anillo para las NPM de

ODMSAL11, las cuales, como se present6 anteriormente son altamente interactuantes.

Una buena determinacién de las propiedades magnéticas y estructurales de la
suspension coloidal, asi como una dosis exacta de internalizacion son necesarios para

lograr un buen tratamiento de hipertermia magnética intracelular.
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CONCLUSIONES

En esta investigacion se analizo la influencia de las interacciones dipolares en la
velocidad especifica de absorcion (SAR) de energia por parte de NPM de 6xidos de
hierro en suspensiones coloidales al ser expuestas a campos magnéticos de
radiofrecuencia. El estudio se fundamenta en la determinacion de las propiedades
estructurales y magnéticas de las NPM suspendidas en medios acuosos u organicos, e
incluso internalizadas en cultivos de la linea celular derivada de adenocarcionama de
pulmén humano A549 y en el establecimiento de la correlacion de estas propiedades y
la eficiencia de las NPM para disipar calor al ser expuestas a los campos mencionados.
Este trabajo demuestra que es de fundamental importancia realizar las determinaciones
de las propiedades estructurales y magnéticas en los mismos medios y en las mismas
condiciones ambientales en que se realizara su aplicacion, ya que las propiedades de las
nanoparticulas varian significativamente si se cambia el medio que las soporta o las

condiciones en las que se encuentran, especialmente la temperatura.

Con el objetivo de cubrir una variedad estructural completa se analizé un conjunto
amplio de suspensiones coloidales estables formadas por NPM de CoFe204 recubiertas
con &cido oleico (AO@CoFe,04) dispersas en hexano; NPM de FeszOs recubiertas con
acido oleico y quitosano (CS/AO@Fe304) dispersas en agua,; NPM de Fes3O4
recubiertas con acido citrico (AC@Fe30s4) dispersas en agua; NPM de FesOq4 acido
oleico (AO@Fe304) dispersas en hexano y NPM de FesOs recubiertas &cido
dimercatosuccinico (DMSA@Fe304) dispersas en agua, estas Ultimas fueron obtenidas a
partir del cambio de ligando de las NPM de AC@Fe304. EI conjunto de coloides
estudiado contempla estabilizacion estérica en los casos de recubrimiento con acido
oléico y acido oléico/polimero de quitosano y electrostatica en el caso de é&cido
polipréticos (&cido citrico y dimercatosuccinico) como asi también diversos grados de

polidispersion de tamafio.

Del analisis estructural de las suspensiones coloidales con SAXS se concluye que los
coloides pueden estar en estado de dispersion completamente homogénea o como un
sistema bidisperso en el cual coexisten nanoclusters con particulas libres. A diferencia
de otras técnicas, la SAXS es apropiada para investigar estructuras en varias longitudes
de escala simultaneamente por lo cual determina, ademas de pardmetros usuales como

forma, tamafio y dispersion de tamafio de las nanoparticulas que componen el coloide,
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la presencia de agregacion y cuantificar su magnitud y tamafio. Otra diferencia
fundamental reside en la factibilidad de llevar a cabo la observacion en el estado fluido
real e incluso en cultivos celulares, es decir en el mismo estado en que luego son

utilizados en una aplicacion de hipertermia magnética.

Se demostrd que la nanoestructuracion resultante se debe a la competencia entre
interacciones atractivas de caracter anisétropo como las dipolares magnéticas, de
caracter isétropo con las de van der Waals y repulsivas estéricas en el caso de los
sistemas estéricamente estabilizados. Se observaron estructuras tipo cadena cuando la
interaccion dipolar es dominante y estructuras mas compactas tridimensionales cuando
la interaccion dominante es de tipo van der Waals. También se demostré que la
agregacion en los sistemas electrostaticamente estabilizados fue producida durante los
procesos de sintesis. Independientemente de la instancia en la cual se produce la
agregacion, SAXS determina su existencia y se prueba que ésta tiene una fuerte

influencia en el SAR.

Con la finalidad de estudiar el efecto de la aplicacién de un campo magnético en
coloides con la técnica SAXS, se desarrollé y fabricé en el marco de este trabajo de
tesis un dispositivo adecuado para la adquisicion de este tipo datos en la linea SAXS2
del LNLS. EIl andlisis estructural de los coloides en presencia de campo magnético
estatico (SAXS con campo), se realizdé con campos de intensidades en el mismo orden
de magnitud que la amplitud del campo de radiofrecuencia utilizado en la medida SAR.
Se demostrd que los agregados preexistentes se orientan en la direccion del campo
aplicado y que el campo induce agregacién en las nanoparticulas libres, dando lugar a la
formacion de nuevos agregados, o al aumento del tamafio de los agregados ya

existentes.

Las medidas magnéticas indicaron que los coloides con agregacion presentan mayor
magnetizacion de saturacion y mayor constante de anisotropia efectiva, en comparacion

con las mismas NPM aisladas.

Se observa un aumento en la constante de anisotropia efectiva (Kerr) de NPM agregadas
en comparacién con las mismas NPM aisladas, este hecho se debe a que en este estado,
la energia de dipolar aumenta lo cual se ve reflejado en un aumento de Ker. Este
aumento, se debe a un incremento de la barrera de energia como predice el modelo de
Dormann-Bessais-Fioranni. Este comportamiento fue comprobado experimentalmente
en esta tesis.
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El SAR medido de un sistema de NPM en suspension coloidal depende del estado de
agregacion de las mismas. Se determind que para sistemas de NPM agregadas se
obtiene mayor SAR que en sistemas con agregacion baja o nula. Se verificd que el

tamano de particula influye de modo que a mayor tamario de particula mayor SAR.

Del analisis de la influencia de la polidispersion de tamafio en el SAR a campo y
frecuencia constante, se concluye que en sistemas para los cuales el tamafio medio de
las NPM no coincide con el tamafio para el cual la componente de la susceptibilidad
fuera de fase (y (D)) presenta un maximo, un incremento en la polidispersion puede
resultar en un mayor SAR. Esto se debe a que mayor cantidad de NPM entran en
resonancia con el campo aplicado y asi aumenta el SAR. En el caso en que el tamafio
medio y el mé&ximo de y”(D) coinciden, aumentar la dispersion de tamafios
manteniendo el valor medio, lleva a una disminucion del SAR porque las particulas

salen de la condicién de resonancia.

En general a una dada condicion de medida del SAR de una suspension coloidal de
NPM monodispersas, el maximo SAR se obtiene cuando el tiempo de relajacion de las
NPM es igual al periodo del campo de radiofrecuencia. El tiempo de relajacion de las

NPM se ve modificado por presencia de interacciones dipolares.

Se corrobor6 que las interacciones son de caracter dipolar mediante mediciones de
magnetizacion y desmagnetizacion remanente isotérmicas. La dependencia del tiempo
de relajacion con las interacciones dipolares, fue comprobada con medidas de SAR de
una suspension coloidal a varias concentraciones. Usando la concentracion como
pardmetro de control de las interacciones, se puede afirmar que el tiempo de relajacion

aumenta a medida que se aumentan las interacciones dipolares.

Las medidas de SAR de una suspension coloidal a varias concentraciones, demuestran
que existe un maximo SAR para un valor Optimo de concentracion tal que, las
interacciones dipolares determinen un valor de tiempo de relajacion coincidente con el

periodo del campo de radiofrecuencia.

Los modelos teoricos para calcular el SAR, basados en la teoria de respuesta lineal, no
reproducen los valores experimentales obtenidos de medidas magnetocalorimétricas,

pero si reproducen la tendencia observada y discutida en esta tesis.

Una mejor coincidencia se obtiene si se considera la dependencia del tiempo de

relajacion con la concentracion de las NPM en el coloide, tal como se deriva de un
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modelo de campo medio con campo dipolar fluctuante de primer momento nulo
(modelo de Landi).

Para un sistema completamente homogéneo, esta concentracion es homogénea y se
utilizan los valores determinados experimentalmente. Mientras que a un sistema
bidisperso, con agregados coexistiendo con particulas libres, se lo analiza como un
sistema de mayor concentracion en los agregados, y estas concentraciones se derivan
del contraste electronico que resulta de los ajustes de los patrones SAXS. Los valores
obtenidos a partir de estas consideraciones tienen un mejor, pero no total, acuerdo con

los valores medidos de SAR.

En busqueda de una contribucion a la terapia medica de hipertermia magnética
intracelular, se utiliz6 la suspension coloidal biocompatible con las mejores propiedades
magnéticas y estructurales para realizar experimentos de internalizacién de NPM en
células A549 con diferentes concentraciones de la suspension. Los resultados indican
que las NPM se agregan en los endosomas celulares y existe una mejor internalizacién

de NPM para la concentracion de 116 pgrezos/mL.

Se realizaron exitosamente las medidas SAXS de los cultivos celulares internalizados
con de 116 pgresosa/mL del coloide compuesto por NPM de FezO4 de 11 nm de diametro
recubiertas con acido dimercatosuccinico. A nuestro entender, es la primera vez que se
registran patrones SAXS de nanoparticulas internalizadas en células y se deriva
informacidn sobre las NPM vy su estructuracion dentro del entorno celular. Este tipo de
medidas permite inferir si se producen cambios en las particulas originados en su
interaccion con la membrana celular, por la acides de los endosomas, como asi también

determinar la nanoestructuracion de las particulas en los endosomas celulares.

Experimentos de internalizacién de estas nanoparticulas en presencia de campo
magnético, del mismo orden de magnitud que las amplitudes de campo utilizadas en las
experiencias con campos de radiofrecuencia, indican que estos campos son
suficientemente intensos como para alinear los endosomas, que alojan NPM, en la
direcciéon del campo. Este resultado sugiere que el SAR disipado dentro de la célula
podria estar influenciado por las interacciones entre particulas y por las interacciones

entre endosomas magnéticos.
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