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Resumen y Abstract IX

Resumen

Sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro por ablacién laser en medio
acuoso

Actualmente, el disefio y sintesis de materiales en la escala de los nanémetros para
aplicaciones biomédicas es de gran interés debido a sus caracteristicas comparadas con
las del mismo material en bulk. Entonces el estudio de estas caracteristicas, asi como la
produccion de dichos nanomateriales, constituye un area importante de estudio que no
ha sido completamente investigado para la posible aplicacién en este campo.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue producir muestras con nanoparticulas de
hierro por ablacion laser en liquidos, con potenciales aplicaciones biomédicas y en el
area de la hipertermia magnética. Para encontrar las condiciones experimentales que
permitieran la produccién de las nanoparticulas, se realizaron experimentos a
temperatura ambiente con un blanco de hierro puro (99,99% de pureza), cada muestra
fue tomada durante 5 minutos de ablacion laser en 10mL de agua Milli-Q a 90mJ, 173mJ,
279mJ y 370mJ respectivamente. La morfologia de estas nanoparticulas se determind
mediante las técnicas de dispersién dinAmica de luz (DLS) y microscopia electrénica de
transmisiéon por dispersién (STEM), confirmando que el tamafio de las particulas era del
orden de nanémetros. También se observé una gran influencia de la potencia del laser
en el tamafio de las particulas, provocada por la competencia entre la energia y la
temperatura. La composicion se determin0 mediante difraccion de rayos X y
espectroscopia Raman, mostrando la presencia de magnetita, maghemita y hematita.
Las mediciones de hipertermia mostraron que el aumento de temperatura de las
nanoparticulas (NPs) de 6xido de hierro no se vio muy influenciado por el cambio de
energia, la capacidad de calentamiento de las NPs magnéticas se cuantifica por la tasa
de absorcion especifica (SAR), que tiende a disminuir al aumentar la energia, lo que

indica una dependencia de estos valores de la concentracion de nanoparticulas.

Palabras clave: Nanoparticulas, Ablacién laser, 6xido de hierro, Aplicaciones

biomédicas.
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Abstract

Synthesis of iron oxide nanoparticles by laser ablation in aqueous media
Currently, the design and synthesis of materials on the nanometer scale for biomedical
applications is of great interest due to its characteristics compared to those of the same
material in bulk. The study of these characteristics, as well as the production of said
nanomaterials, constitutes an important area of study that has not been fully investigated
for possible application in this field.

Therefore, the objective of this work was to produce samples with iron nanoparticles by
laser ablation in liquids, with potential biomedical applications and in the area of magnetic
hyperthermia. To find the experimental conditions that would allow the production of the
nanoparticles, experiments were carried out at room temperature with a pure iron blank
(99.99% purity), each sample was taken during 5 minutes of laser ablation in 10mL of
Milli- water. Q at 90mJ, 173mJ, 279mJ and 370mJ respectively. The morphology of these
nanoparticles was determined using dynamic light scattering (DLS) and transmission
scattering electron microscopy (STEM) techniques, confirming that the size of the
particles was on the order of nanometers. A large influence of laser power on particle size
was also observed, caused by competition between energy and temperature. The
composition was determined by X-ray diffraction and Raman spectroscopy, showing the
presence of magnetite, maghemite and hematite. Hyperthermia measurements showed
that the increase in temperature of iron oxide nanoparticles (NPs) was not greatly
influenced by the energy change, the heating capacity of magnetic NPs is quantified by
the specific absorption rate (SAR), which tends to decrease with increasing energy,

indicating a dependence of these values on the concentration of nanoparticles.

Keywords: Laser ablation, nanoparticles, iron oxide, biomedical applications.
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Introduccioén

En los Ultimos afios, los investigadores se han dedicado en gran medida al estudio de la
produccion y sintesis de nanoparticulas para diferentes tipos de aplicaciones. Su
importancia recae en las caracteristicas que las nanoparticulas poseen a diferencia de
las caracteristicas de los materiales en bulk de la misma composicién; lo que se debe
principalmente a los efectos de tamafio. Por ejemplo, los nanomateriales magnéticos,
presentan unas propiedades excepcionales debido a que su tamafio es comparable al de
los dominios magnéticos. [1]; ademas, las propiedades magnéticas y electrénicas se ven
fuertemente influenciadas por los fendmenos de superficie, a medida que se reduce el
tamanio [2][3].

Por tal razén, las nanoparticulas exhiben propiedades fisicoquimicas Unicas, tales como
alta relacion superficie/volumen, en algunos casos estas exhiben una fuerte respuesta
magnética y baja toxicidad en funcibn de su tamafio y forma, convirtiéndose en
candidatos para una gran variedad de aplicaciones en areas como grabacién magnética
[4], biomedicina [5][6] entre otras. Las nanoparticulas magnéticas son empleadas en
diferentes campos de aplicacibn como en nanotecnologia, remediaciéon bioambiental,
fisicomedicina, ingenieria, entre otras; mas especificamente, este tipo de nanoestructuras
se han estado utilizando como apoyo al diagnostico en imagenes de resonancia
magnética, administracion de medicamentos y su entrega dirigida, ademas de remocién
de metales pesados de agua, crecimiento de plantas, catalisis, etc. [7][8][2]

Las nanoparticulas de 6xido de hierro como la magnetita (Fes04) y la maghemita (y-
Fe.Os) son, las nanoparticulas mas comunmente empleadas para aplicaciones
biomédicas; esto se debe principalmente a que otros materiales altamente magnéticos
como el cobalto y el niquel, son susceptibles a la oxidacion y son téxicos, o que ha
hecho que sean de poco interés en aplicaciones biomédicas [2].

Por otro lado, la magnetita y la maghemita poseen una estructura inversa de la espinela,
(Fe*") (Fe?, Fe*") O4 y se deriva de un empaguetado cubico de oxigeno con cationes en
los sitios tetraédricos y octaédricos intersticiales. [9] Donde Fe (I) y Fe (lll) estan
desordenados en los sitios octaédricos, mientras que los tetraedros estdn completamente
ocupados por el cation Fe (lll). Desde el punto de vista de las propiedades magnéticas
ambas fases son ferrimagnéticas aunque la magnetizacién y la saturacion de la
maghemita es inferior. Tras la exposicién a la atmésfera ambiental, la superficie de los
cristalitos de FesOs a menudo se cubren con multicapas de y-Fe;Os [10] Pero las
nanoparticulas de magnetita con diametros menores a 30 nm exhiben un
comportamiento superparamagnético, lo cual significa que, en ausencia de un campo
magnético externo, estas particulas tienen magnetizacion cero debido a que poseen un
dominio Unico, el superparamagnetismo ocurre por debajo de la temperatura de Curie,
concretamente sucede en nanoparticulas, ya que se consideran de monodominio y se
supone que la magnetizacion es debida a un momento magnético gigante unico el cual
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es la suma de todos los momentos magnéticos individuales de los atomos de la
nanoparticula [11]. Adicionalmente, presentan un mayor rendimiento en términos de
estabilidad quimica y biocompatibilidad en comparacion con NPs metélicas como NPs de
cobalto y niquel [12].

L. Labusca, et, al. [13] informaron que las nanoparticulas magnéticas de diversos
tamanos y recubrimientos tienen buena compatibilidad con una gran variedad de tipos de
células y tejidos. Asi mismo, afirmaron que las nanoparticulas de éxido de hierro no
recubiertas no son téxicas, no son genotdxicas y carecen de actividad hemolitica en
contacto con la sangre, los resultados fueron demostrados a partir de medidas de
proliferacion y viabilidad celular.

Es importante ademas tener en cuenta que, el método de sintesis de los nanomateriales,
y en este caso, las nanoparticulas magnéticas, representa uno de los desafios mas
importantes que determinaran la forma, el tamafio de particula, la distribucién de
tamafios, la quimica de superficie de las particulas y, en consecuencia, las
caracteristicas para su aplicacion. Desafortunadamente, el proceso de preparacion,
puede aumentar el impacto ambiental y el costo de produccién.[14] Un inconveniente
fundamental a la hora de producir las nanoparticulas, y especialmente, a la hora de
buscar su aplicacion son los fendmenos de agregaciébn y aglomeracién. Esta
aglomeracion se debe a que su superficie es altamente reactiva, lo que las hace
altamente inestable; por esta razén, generalmente se requiere que sean funcionalizadas,
agregando un agente estabilizador, siendo casi siempre producidas en forma de coloide
[15]

Algunas de las técnicas mas empleadas para producir este tipo de nanoparticulas son:
ruta hidrotermal [16][17] sintesis verde [8], co-precipitacion [18] y ablacion laser, entre
otras. La técnica de ablacion laser particularmente ha despertado el interés de la
comunidad cientifica como método de sintesis; por ejemplo, G.W. Yang et al,[19]
registraron que la ablacién con laser en liquidos ha demostrado ser un método de
sintesis simple y limpio y que no requiere de condiciones ambientales extremas de
temperatura y presion. Estas ventajas permiten combinar objetivos sélidos y liquidos para
fabricar nanoestructuras compuestas con las funciones deseadas.

Sin embargo, el buen desempefio del método depende fuertemente de los parametros de
sintesis, donde uno de los parametros mas importantes es la energia de produccién del
material; esta energia, puede influenciar, la estructura, estequiometria, tamafio y cantidad
del material, ademas de propiedades requeridas para su aplicacion como magnetizaciéon
y estabilidad.

En la literatura se encuentran reportes de nanoparticulas de 6xido de hierro producidas
por ablacién laser donde se han analizado los diferentes parametros para su obtencion,
como es el caso de Jesica M. J. Santillan et. al. [20], Valery A. Svetlichnyi et. al [21] y
Raid A. Ismail, et. al [22] que analizaron las caracteristicas de las nanoparticulas
sumergidas en soluciones distintas, donde encontraron que por esta técnica se obtienen
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diferentes fases de 6xido y nitruro de hierro debido a los fendmenos fisicos que alli
ocurren.

Z. Yan et al, en el 2012 [23] reportaron la ablacién por laser pulsado de materiales tipicos
en medios liquidos, estableciendo los pardmetros a usar (Tipo de laser, longitud de onda,
duracion del pulso, frecuencia, fluencia, tiempo de ablacién) y su posterior producto. Sin
embargo, los autores también reportaron la falta de prediccibn de los productos
producidos debido a las interacciones combinatorias que alli aparecen, esto implica un
vacio en la informacion detallada para la reproducibilidad de estas nanoparticulas.

Debido a las potenciales aplicaciones en campos terapéuticos o biomédicos y debido al
alto impacto sobre la economia y la calidad de vida que avances tecnoldgicos en estos
campos involucran, se ha mostrado interés en la investigacion de nanoparticulas de
oxido de hierro en torno a nuevas técnicas para el tratamiento de cancer como lo es la
terapia térmica, especialmente en la terapia termo-magnética conocida como hipertermia
magnética. Este tratamiento intracelular, que tiene como principal atraccion la generacion
controlada y localizada de calor en objetivos biol6gicos como los tumores, ha encontrado
una mayor eficiencia en comparacion con los tratamientos estandar o como un
tratamiento complementario a estos [24].

Los primeros resultados obtenidos en el campo de la hipertermia magnética con
nanoparticulas de o6xido de hierro fueron investigados por Jordan et al. [25] con
nanoparticulas de pruebas de contraste de 6xido de hierro contra un tumor cerebral. Mas
recientemente, Yasemian et al. [26] evaluaron el efecto de la temperatura de reaccion de
las mediciones de hipertermia magnética de nanoparticulas de 6xido de hierro obtenidas
por el método de coprecipitacion, donde estudiaron el tamafio, la estructura y como estas
influenciaban en este tipo de tratamientos.

A pesar de los reportes nombrados, no se encontré mucha informaciéon hasta el alcance
de esta investigacion, donde se evidencie el efecto de la variacion de la energia en la
producciéon de nanoparticulas de 6xido de hierro en agua por ablacién laser y en sus
propiedades para posibles aplicaciones biomédicas, mas especificamente hipertermia
magnética.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es producir nanoparticulas de 6xido de hierro por
el método de ablacion ladser en liquidos y posteriormente evaluar las propiedades
composicionales y morfolégicas en funcion de la energia del laser. Estas propiedades
juegan un papel decisivo en el uso practico de las nanoparticulas en aplicaciones
biomédicas. Lo que determina la importancia de este estudio.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Sintetizar nanoparticulas de 6xido de hierro mediante el método de ablacion laser en un
medio acuoso para posibles aplicaciones en hipertermia magnética.

Objetivos especificos
- Sintetizar nanoparticulas de 6xido de hierro por medio de ablacién laser usando
agua como solvente.
- Analizar caracteristicas morfolégicas, estructurales y composicionales de
nanoparticulas de 6xido de hierro.
- Evaluar las caracteristicas de hipertermia magnética de nanoparticulas de éxido

de hierro para posibles aplicaciones en biomedicina.
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1.Marco teodrico

La nanotecnologia es un campo de investigacion conocido desde el siglo pasado. Desde
qgue el premio Nobel Richard P. Feynman presenté la "nanotecnologia” durante su
famosa conferencia "There’s Plenty of Room at the Bottom™" en 1959[27] se han realizado
varios desarrollos revolucionarios en el campo de la nanotecnologia. Dentro de este
campo estan las nanoparticulas (NPs), hay una amplia clase que incluyen sustancias
particuladas, que tienen una dimension al menos de 100 nm [28].Dependiendo de la
forma general, estos materiales pueden ser 0D, 1D, 2D o 3D [29]. La importancia de
estos materiales surgié cuando los investigadores descubrieron que el tamafio y forma
pueden influir en las propiedades fisicoquimicas de dicha sustancia. Por ejemplo las
nanoparticulas de oro de tamafio mediano (90 nm) que estan suspendidas se ven de
color azul y cuanto mas pequefias, mas rojizas esto debido a que las propiedades épticas
cambian con la variacion del tamafio [30].

Las NPs no son moléculas simples y estan compuestas por (a) una capa superficial, que
puede funcionalizarse con una variedad de moléculas pequefias, iones metdlicos,
tensioactivos y polimeros. (b) La capa de cubierta, que es un material quimicamente
diferente del nucleo en todos los aspectos, y (¢) El nlcleo, que es esencialmente la parte
central de la NP y generalmente se refiere a la NP en si[31]. Debido a tales
caracteristicas excepcionales, estos materiales despertaron un gran interés de los

investigadores en campos multidisciplinarios[32].

llustracion 1. Modelo de una nanoparticula 3D. Elaboracion fuente propia

En este capitulo se realiza un acercamiento a las nanoparticulas, mas especificamente a
las nanoparticulas de Oxido de hierro y a los diferentes métodos de sintesis para su
posible aplicacion en hipertermia magnética.
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1.1 Nanoparticulas de 6xido de hierro

Los oOxidos de hierro son compuestos naturales comunes. Hay 16 6xidos de hierro,
incluidos los 6xidos, hidréxidos y 6xidos-hidroxidos. Estos minerales son el resultado de
reacciones en diversas condiciones redox y de pH. Tienen la composicién basica de Fe,
O y OH, pero difieren en la valencia del hierro y la estructura cristalina general. Algunos
de los oxidos de hierro importantes son goethita, akaganeita, lepidocrocita, magnetita,
maghemita y hematita.

Las nanoparticulas de éxido de hierro consisten en particulas de maghemita (yFe,03) o
magnetita (Fe;0,) con didmetros que varian de 1 a 100 nandmetros. Estas NPs han
recibido una atencion valiosa durante varias décadas debido a las importantes y
diferentes aplicaciones que este puede tener [33]:

a.

Tales NPs constituyen los materiales clave detrds del reciente desarrollo de
medios electronicos regrabables.

Las mejoras en su produccion han llevado a una mayor eficiencia y a un tamafio
reducido de componentes en muchos productos electrénicos.

Pueden usarse en el diagnéstico y el tratamiento de enfermedades médicas y en
la fabricacion de sensores electronicos.

Representan un catalizador importante utilizado en la formacion y rompimiento de
los enlaces CC.

Puede ser un reactivo eficaz para el tratamiento de productos quimicos toxicos y

peligrosos, en el tratamiento de aguas contaminadas.

La importancia y caracteristicas importantes para la aplicabilidad de estas nanoparticulas
se puede enumerar de la siguiente manera:

a.

Relacién superficie/volumen, esta hace que las NPs se dispersen con facilidad en
las soluciones, entre otras propiedades fisicas, quimicas y biolégicas que difieren
de dichas propiedades del material en bulk, esto debido al incremento de la
energia interfacial, reactividad de la nanoparticula lo que produce la eficiencia en
la absorcion y la capacidad de hacerla funcional de forma eficiente con entidades
moleculares de interés.

Superparamagnetismo presentado en tamafos entre (2-20)nm, es decir su
magnetizacion es cero, en ausencia de campo magnético externo y pueden ser
magnetizados por una fuente magnética externa, esto permite la aplicacion en el
desarrollo electronico. Donde podemos explicar el superparamagnetismo como

resultado colectivo de tener muchas nanoparticulas cuyos momentos magnéticos
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estan aleatoriamente ordenados en el espacio, los materiales magnéticos se
pueden entender microscépicamente como regiones, denominadas dominios (que
son aquellas zonas en la que se puede considerar una isotropia magnética y por
tanto tienen la misma magnetizacion), separadas por paredes.

c. Las nanoparticulas tipo Fe,O, son biocompatibles y no tdxicas, esto las hace

aptas para aplicaciones biomédicas.

1.2 Sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro

Dependiendo del tamafio, la forma y composicion quimica de las nanoparticulas, se
utilizan diferentes técnicas para la sintesis de las NPs de 6xido de hierro, entre estas
técnicas hay quimicas y fisicas o una combinacién de ambas, donde se busca obtener
nanoparticulas con monodispersion en el tamafio y también una forma definida. Las
técnicas mas utilizadas para la obtencibn de nanoparticulas se mencionaran a
continuacion y se mostrara de manera detallada los mecanismos involucrados en la
sintesis de nanoparticulas por ablacion laser por ser el objeto de este estudio.

1.2.1 Coprecipitacion

Este método se basa en el uso de sales de hierro disueltas [34].Con el procedimiento se
puede obtener un tamafio de particula controlado, ajustando las condiciones
experimentales en especial las sales (cloruros, sulfatos, nitratos), el pH y la fuerza iénica
del medio. [35] Las desventajas del método son la necesidad de materiales precursores
costosos y toxicos, el tiempo de sintetizacion y la complejidad de las reacciones que
ocurren en el proceso.

Pasos para la obtencién nanoparticulas de 6xido de hierro por coprecipitacon:

a. Se calcula la relacion molar designada. Basada en la reaccién de reduccion de
sales de hierro (II) y (lll) en presencia de una base fuerte, disuelta en agua
desionizada.

b. La mezcla se agita continuamente durante 45 minutos a 90°C en un bafio de agua
antes de enfriarse a temperatura ambiente.

c. La precipitacion producida se centrifuga y se lava con agua desionizada y luego
con etanol.

d. Después de secar a 75°C durante 4 horas, el polvo recogido se calcina
lentamente a 650°C y se mantiene durante 2 horas. Y se obtiene el polvo de las

nanoparticulas de Fe,O,.
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1.2.2 Hidrotermal

La sintesis hidrotérmica es un método relativamente poco explorado para la sintesis de
nanoparticulas de oOxido de hierro, aunque permite la sintesis de nanoparticulas con
morfologia controlada, distribucion estrecha de tamafios de particula y excelente
estequiometria a temperaturas relativamente bajas. El sistema consta de linoleato de
metal (sdélido), una fase liquida de etanol-&cido linoleico y una solucion de agua-etanol a
diferentes temperaturas de reaccion en condiciones hidrotermales.

Este método se basa en un mecanismo general de transferencia y separacion de fases
gue ocurre en las interfaces de las fases liquida, solida y de solucion presentes durante
la sintesis.

El procesamiento hidrotermal es uno de los mas prometedores para sintetizar
nanoparticulas cerdmicas pero los precursores involucrados en esta sintesis son
COSt0S0s.

1.2.3 Sol gel

El proceso sol-gel ofrece ventajas como buena homogeneidad, bajo costo y alta pureza
utilizando precursores metalorganicos. Aunque se pueden producir nanoparticulas de
Oxido de hierro altamente cristalinas y de tamafio uniforme, estos procedimientos
mencionados anteriormente no se pueden aplicar a la producciébn a gran escala y
econdmica, porgue requieren reactivos téxicos con pasos sintéticos complicados.

Jing Xu, et al [36] describié su experimento de la siguiente manera: 0.2mol de nitrato
férrico se disolvié primero en 100 ml de etilenglicol con agitacién vigorosa durante 2
horas a 40°C, y luego el sol se calent6 a 80°C y se mantuvo a la temperatura para
obtener un color marrén gel. El gel se envejecié durante 2h y luego se sec6 a 120°C
durante aproximadamente 4h. Después del secado, el xerogel se recocié en el rango de
temperatura 200-400°C al vacio. Finalmente, se sintetizaron nanoparticulas de magnetita
de diferentes tamafios.

1.2.4 Ablacion laser en medio liquido

En 1960 se inform6 por primera vez la irradiacion con laser para desprender material de
un objetivo. Poco después, se desarroll6 la ablacion con laser pulsado (PLA) de
materiales sdlidos, la cual ha atraido atencion por su gran potencial en el procesamiento
de materiales como la preparacion de peliculas delgadas, crecimiento de nanocristales,
limpieza de superficies y fabricacion de dispositivos microelectronicos [19].

El trabajo pionero sobre PLA de sélidos en confinamiento liquido para el procesamiento
de materiales fue reportado en 1987 [37] por Patil y sus colaboradores. Sintetizaron la
fase metaestable del 6xido de hierro con un blanco de hierro en agua.
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La diferencia mas importante entre la ablacion laser de solidos en vacio o gas y en
liquidos,es que la ablacién laser en medio liquido se emplea para confinar la pluma de
plasma en una pequefa regién para dispersar directamente las nanoparticulas en la fase
liquida. En cualquier caso, el medio debe seleccionarse cuidadosamente porque las
particulas generadas por laser reaccionan facilmente con las moléculas circundantes
para crear complejos como los 6xidos en el caso de LAL reactivo. Por lo tanto, bajo la
condicibn de confinamiento en liquido se realizan los procesos de generacién,
transformacién y condensacion de la pluma de plasma.

Como se mencionaba anteriormente existen dos métodos dentro de la ablacion laser en
medio liquido (LAL): el método reactivo y el método no reactivo. En el método LAL no
reactivo las especies sintetizadas no reaccionan con el medio liquido que las rodea[38],
de esta forma las nanoestructuras tienen la misma composicién que el blanco utilizado,
un ejemplo son las nanoparticulas metélicas de Oro, Platino y Plata [39]. Y en el método
LAL reactivo las especies sintetizadas a partir de la ablacién reaccionan con el medio
liqguido que las rodea y, por lo tanto, las nanoestructuras formadas tienen una
composicion diferente a la del blanco utilizado en el proceso de sintesis. De esta forma,
la produccién de 6xidos, hidréxidos, carburos, sulfuros y nitratos puede ser disefiada por
medio de la reaccion entre el blanco y el medio liquido[40]. Las nanoparticulas de 6xido
de hierro son producidas por LAL reactivo.

Concepto bésico

<«— Haz incidente

. <4 Nanopartiqulas

Medio

Liquido - -

Blanco

llustracion 2. Formacion de nanoparticulas por ablacion laser.
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Cuando el rayo laser se focaliza en la superficie de un material objetivo sélido en el
medio liquido, la temperatura del punto irradiado aumenta rapidamente, evaporando el
material objetivo.

Las colisiones entre las especies evaporadas (atomos y grupos) y las moléculas
circundantes dan como resultado la excitacion del estado electronico junto con la emision
de luz y la generacion de electrones e iones, formando una pluma de plasma inducida
por el laser.El plasma inducido por el laser se expande adiabaticamente a una velocidad
supersonica para crear una onda de choque bajo el confinamiento del liquido, cuando
absorbe la parte posterior del pulso laser y obtiene un suministro continuo de las
especies evaporadas del objetivo sélido[19]. Las estructuras de plasma (tamafio de la
pluma y su espectro de emisién) dependen del blanco, los medios ambientales (liquido o
gas), la presiébn ambiental y las condiciones del laser.

Para la produccion de nanoparticulas del tamafio y estructura deseados, la selecciéon de
un sistema laser adecuado es fundamental. La velocidad de evaporacion del material
objetivo generalmente estd determinada por los parametros del laser (fuente laser,
longitud de onda, fluencia, ancho de pulso y frecuencia), la eficiencia de absorcion de luz
del material objetivo y la condicién del medio ambiente.

Parametros del laser

Los parametros usados durante el proceso de ablacién se seleccionan de acuerdo con el
blanco o material a usar (cada material tiene una velocidad de evaporacién) y a su vez
dependen de las caracteristicas estructurales, composicionales y morfolégicas que se
desean para las nanoparticulas a sintetizar.

a. Tiempo de ablacién

Hidayah, A.N [41] mostr6 que a diferentes tiempos de ablacién se presentan diferentes
propiedades épticas y estructurales. Esto debido a que a medida que se aumenta la
concentracion por el aumento del tiempo se podrian generar procesos de agregacion y
atenuacion del haz. Ademas, con el aumento del tiempo se empieza a generar la
fragmentacion de particulas existentes debido al aumento de la temperatura del blanco
gue a su vez es transferida al medio liquido.

b. Duracion del pulso

La duracién del pulso depende del tiempo en el cambio del ultimo nivel de energia de los
electrones de cada material, para laseres del orden de fs la duracién del pulso es mas
corta que dicho tiempo. Para pulsos de ns es considerado un proceso de ablacién
térmico, el cual involucra calentamiento y fundicion por laser. Para laseres con pulsos
deps pueden producir efectos térmicos o una transicion vapor - sélido dependiendo de la
duracion del pulso. [42][43]

c. Longitud de onda
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La longitud de onda determina el umbral de ablacion para los metales, la profundidad de
la penetracion del haz, y a su vez la profundidad de la ablacién. La profundidad de
penetracién de un laser pulsado de 532 nm en un blanco es menor que la de un laser
pulsado de 1064 nm, lo cual indica que la cantidad de nanoparticulas generadas por
pulso puede incrementar con la longitud de onda. [44]

Ventajas de la técnica

a. Es una solucion muy rentable para muchos procesos diferentes, es muy
economico obtener nanoparticulas con este método.

b. Es amigable con el medio ambiente por su bajo consumo de energia y porque no
se utilizan disolventes.
Proporciona mas precision de sintesis para las caracteristicas de NPs.

d. Se puede utilizar para una amplia gama de composiciones.

e. El tiempo de obtencion de las nanoparticulas es muy corto, se podria usar para

una aplicacion inmediata.

1.3 Aplicacion en Hipertermia magnética.

El cancer es una de las enfermedades de no transmisiébn més agresivas y que mas ha
cobrado vidas en la actualidad. En nuestro pais, Colombia, se requieren estrategias
modernas para el tratamiento de cancer que mejoren la eficiencia del tratamiento o sirvan
de tratamiento alternativos a los tradicionales.

Las células malignas son mucho méas susceptibles al calentamiento. Por esto,
recientemente, la hipertermia dirigida especificamente a células cancerigenas por medio
del uso de nanoparticulas magnéticas calentadas con campos magnéticos AC, ha sido
usada como una nueva terapia contra el cancer en otros paises [45]. Es por esto que se
muestra a continuaciéon con detalle esta técnica y la evaluacion biolégica para su
aplicacién controlada en este campo.

1.3.1 Pruebas bioldgicas

Cada vez se estan diseflando mayores cantidades de nanoparticulas para muy diversas
aplicaciones industriales y productos de consumo. A pesar de esto, se sabe que la
exposicién a ciertos tipos de nanoparticulas puede causar graves efectos sobre la salud.
Por lo tanto, resulta esencial comprobar si la exposicion a ciertas nanoparticulas provoca
riesgos en la salud. Si estos riesgos no se evallan y controlan debidamente, pueden
tener consecuencias para la salud humana[46].
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Los procesos de 6xido reduccion o REDOX (donde las moléculas aceptan electrones y
son agentes oxidantes) son la base fundamental de un sin nUmero de rutas bioquimicas y
respuestas celulares. Un antioxidante (o agente reductor) se pueden clasificar como
cualquier sustancia que es capaz de prevenir el dafio oxidativo biol6gico. En cualquier
organismo hay un mantenimiento continuo del equilibrio entre los oxidantes y los
antioxidantes, que estd estrechamente regulado y es crucial para la homeostasis y la
funcién celular.

La homeostasis del hierro, es un mecanismo endégeno ubicuo y evolutivo preservado en
células de mamiferos [47]. Cuando las nanoparticulas de 6xido de hierro se mueven
dentro de las microvesiculas de las células, se degradan de manera dependiente del
tiempo y tal vez se usan como deposito interno de hierro. La existencia de un mecanismo
natural de eliminacion de nanoparticulas de 6éxido de hierro es crucial para la
biodegradabilidad de estas nanoparticulas, ofreciendo una ventaja constante sobre otras
formas de nanoparticulas [48].

A pesar de existir un mecanismo de eliminacion natural en el cuerpo de dichas
nanoparticulas es necesario destacar que la citotoxicidad depende en gran medida de la
concentracion utilizada de nanoparticulas y del nivel de exposicion al agente durante el
contacto celular. Por tanto, los estudios in vitro son absolutamente necesarios antes de
pasar a los estudios in vivo.

El MTT es un método basico para evaluar la biocompatibilidad de los biomateriales
cuando se estudia la citotoxicidad. Es una técnica simple, rapida, flexible y repetitiva. El
principio es que la deshidrogenasa mitocondrial &mbar reduce el metil tiazolil tetrazolio a
cristales de color purpura. La cantidad de cristales de color plarpura se correlaciona
positivamente con la cantidad y la funcion de las células vivas. Por lo tanto, el valor de
absorbancia refleja indirectamente la cantidad y la actividad de las células[49]. Esta
prueba se uso en este estudio para evaluar diferentes aspectos biolégicos relacionados
con la aplicacion de las nanoparticulas de 6xido de hierro en el tratamiento de cancer con
hipertermia magnética, el detalle metodolégico se muestra en el capitulo 3.

Los estudios de los efectos de la exposicion del cuerpo humano a NPs éxido de hierro
estan adquiriendo cada vez mayor importancia, ya que éstas pueden ser absorbidas por
los tejidos, incorporadas a células y unirse a biomoléculas dentro del cuerpo humano con
gran rapidez y efectividad debido a sus dimensiones. Una vez que las NPs son
absorbidas por el cuerpo, éste reacciona a través de uno o mas de los siguientes
posibles procesos: (i) la metabolizacion de las NPs, (i) su almacenamiento y (iii) su
excrecion por algun mecanismo (a través del rifidn, via orina), cualquiera sea de estos
procesos puede resultar en efectos agudos o cronicos incluyendo dafios de tejidos y
organos.

Por tal motivo es importante conocer los efectos cito y genotdxicos de las NPs 6xido de
hierro de interés en un rango de concentraciones establecido en aquellas células que
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estan involucradas en el proceso de osteointegracion, como es el caso de las células
osteoblasticas.

Los osteoblastos son las células responsables de la formacidén y remodelacion ésea y
organizacién de la matriz extracelular del hueso (o fase organica) y de su posterior
mineralizacion. La fase organica del tejido 6seo estd compuesta en un 90 % de coldgeno
tipo 1 y el restante 10 % por proteinas no colagénicas, tales como osteopontina,
osteocalcina, proteina sidlica 6sea (BSP por sus siglas en inglés), proteina dentina de la
matriz-L, etc. Siendo las células osteoblasticas las responsables de su sintesis y
secrecion hacia el medio extracelular. Todas estas proteinas estan implicadas en menor
0 mayor medida con el proceso de biomineralizacion.

1.3.2 Hipertermia magnética

La hipertermia de nanoparticula magnéticas (MNH) se basa en inducir un campo
magnético alterno con el fin de elevarla temperatura de las nanoparticulas al someterlas
a un campo de radiofrecuencia alterna (AMF, por sus siglas en inglés) [50]. La
hipertermia tiene fines médicos como se menciond anteriormente, en donde
particularmente se calienta una zona del cuerpo humano que haya sido atacada por un
tipo de cancer con el fin de eliminarlo por el calentamiento que se produce[24].

La hipertermia con nanoparticulas magnéticas se muestra como una terapia contra
tumores efectiva si la concentracion de particulas en el tumor es lo suficientemente alta y
significativamente mas alta que el del tejido normal circundante, y si las particulas
poseen una tasa de absorcion especifica lo suficientemente alta para entregar dosis de
calor intratumorales significativas con los AMF que sean tolerados por los tejidos
normales [45].

El éxito de la hipertemia magnéticas con nanoparticulas depende del desarrollo de
nanoparticulas magnéticas que tengan propiedades fisicas y magnéticas precisamente
controladas[51][52]. Para optimizar efectivamente las propiedades de las nanoparticulas
magnéticas para la hipertermia, es necesario desarrollar un entendimiento de los
parametros primarios que producen calor. Por lo tanto, una evaluacion teérica de los
mecanismos responsables del calentamiento por nanoparticulas magnéticas, es
necesaria para encontrar propiedades magnéticas y estructurales éptimas para sintetizar
dichas nanoparticulas a la medida para condiciones especificas de frecuencia y amplitud
de AMF. En consecuencia, calcular el calor disipado por nanoparticulas magnéticas que
son sometidas a un AMF ha estado bajo investigacion intensa recientemente[53].

Evaluacion experimental de hipertermia de nanoparticulas magnéticas

Los materiales ferromagnéticos sufren una magnetizacion y desmagnetizacion en
presencia de un campo magnético alterno en un ciclo llamado histéresis. Cuando estos
materiales se reducen a escala nanométrica, su magnetizaciéon cambia rapidamente en
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direcciones aleatorias y también se ve afectada de la misma manera con la temperatura,
obteniendo una magnetizacién de cero cuando no se aplica un campo magnético; este
fendmeno se llama supramagnetismo.

Las nanoparticulas supramagnéticas tienen un comportamiento paramagnético, pero con
una susceptibilidad magnética mayor en presencia de un campo magnético. Por otra
parte, cuando un CMA es ejercido sobre las hanoparticulas, éstas comienzan a resonar
generando calor [54]

La eficiencia de conversion de la energia absorbida por una nanoparticula del campo
magnético alterno a calor se conoce como la tasa especifica de absorcion (SAR, siglas
en inglés), la cual es la propiedad fundamental para aplicaciones de hipertermia. Esta
definida como la eficiencia de calor representada por la pérdida de potencia, la cual es
medida en [W/g]. Para aplicaciones médicas, las nanoparticulas deben generar un gran
SAR. Esta generacion depende de factores como la intensidad y frecuencia del campo
magnético aplicado, la viscosidad del solvente, el tamafio de las particulas, la
magnetizacién de saturacion y la anisotropia magnética de las nanoparticulas [55].

Un montaje experimental de hipertermia consta en la generacién de un campo magnético
RF en una solucion acuosa en la cual las nanoparticulas estan inmersas. Luego se mide
la variacion de la temperatura en funcion del tiempo en presencia y ausencia del campo
magnético. Debido a que la tasa especifica de absorcion de nanoparticulas magnéticas
es una medida de potencia es aconsejable realizar una medida de calorimetria. Sin
embargo, esta es una aproximacion compleja dando pie a otras alternativas mas simples.
Un método mas practico se basa en realizar los experimentos en condiciones
adiabaticas, es decir, asumir que no existe intercambio de calor con el ambiente
circundante. Esto se logra gracias a reducir el tiempo de medida a unos pocos segundos
después que se prende el campo magnético [56].

Las instalaciones para medir SAR consisten en un generador de campo magnético
alterno, un espacio delimitado por un aislante térmico, una bobina de cobre y un sensor
de temperatura tipo fibra Optica o termocupla que no sean afectadas por corrientes
parasitas generadas por el campo magnético como se muestra en la Figura 2.

En el protocolo de medicion de SAR, se coloca la muestra con una determinada
concentracion de nanoparticulas en el centro de la bobina donde el campo magnético es
homogéneo. La temperatura es muestreada en intervalos de un segundo durante todo el
experimento. Se coloca un campo magnético alterno con una frecuencia constante y se
varia su intensidad p. Para evaluar la eficiencia de conversion energia magnética a
térmica de las nanoparticulas.
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llustracion 3. Esquema montaje experimental hipertermia magnética

2.Metodologia

A continuacion, se mostrara de forma detallada la metodologia utilizada para la
sintetizacion de las nanoparticulas de 6xido de hierro mediante la técnica de ablacion
laser, realizando variaciones en la energia de ablacion como 90 mJ, 173 mJ, 279 mJ y
370 mJ y su posterior caracterizacién con técnicas morfoldgicas, composicionales,

estructurales y de rendimiento.

2.1 Sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro
por ablacion laser

Las nanoparticulas de Oxido de hierro se sintetizaron por el método de ablacién laser,
para ello inicialmente se realizé un pulido mecénico de un blanco de hierro de alta pureza
(99.99%), se lavd con agua desionizada y posteriormente fue sometida a lavado en una
cuba ultrasénica durante 10 minutos en alcohol isopropilico, seguido de un lavado con
agua desionizada para iniciar con la sintesis de las nanoparticulas.

El blanco fuepuesto en un medio liquido en un beaker como se muestra en la figura 4.
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llustracion 4. Esquema del montaje para la produccién de nanoparticulas de éxido de
hierro.

El rayo laser se enfoc6 perpendicularmente a la superficie del objetivo. Se emple6 un
sistema de laser Q-smart 850 Nd: YAG de Quantel que es un cristal de estado soélido
utilizado por los laseres, este bombea Opticamente usando un tubo flash para diodos
laser, se us6 a una longitud de onda de trabajo de 532 nm (duracion del pulso de 8ns,
tasa de repeticién de 10 Hz).

En este método cuando el rayo laser se focaliza en la superficie del material objetivo
solido en el ambiente la temperatura del punto irradiado aumenta rapidamente,
evaporando el material objetivo. El tiempo de ablacién para cada muestra fue de 5
minutos, todos los coloides se transfirieron después a un recipiente con tapa.

Con el fin de determinar las condiciones Optimas, se realizaron pruebas preliminares,
donde las muestras fueron medidas por DLS. Las pruebas fueron definidas de la
siguiente manera como se muestra en la tabla.

Tabla 1. Caracteristicas preliminares para la determinacién de los parametros de trabajo

Armonico Tiempo de | Material del | Volumen(mL) | Solvente Pulso
ablacion blanco
(min)
Ultravioleta 5 25 Etanol 20 ps
(Bw)
Ultravioleta(3w) 5 Fe 25 Agua 20 ps
Ultravioleta(3w) 5 25 Etanol 120 ps
Ultravioleta(3w) 5 25 Agua 120 us

Después de realizar las pruebas DLS y obtener el tamafio de particula promedio para
cada muestra, se seleccion6 como solvente el agua debido a que con solventes
diferentes al agua se obtenian tamafos de particula del orden de los 500nm.
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Tabla 2. Pruebas preliminares con diferentes paradmetros

Armoénico | Tiempo Material | Volumen(mL) | Solvente | Pulso Tamafio (nm)
de del
ablacion | blanco
(min)
Verde(2w) |5 20 50 us 547,00+£13,43
Verde(2w) | 5 Fe 20 Agua 60 us 104,53+15,03
Verde(2w) | 5 20 70 ps 263,10+0,61
Verde(2w) | 5 20 80 ps 92,55+2,97

Como se muestra en la tabla 3 se utilizoé el segundo arménico para realizar la sintesis de
las nanoparticulas donde se pudo observar a través de las pruebas con DLS que este
armonico producia nanoparticulas con tamafios menores a los obtenidos en la prueba
anterior, por lo tanto, este fue el armdnico seleccionado y se estandarizaron los
pardmetros de tiempo de ablacion y solvente. En la siguiente tabla se muestran los
pardmetros seleccionados.

Tabla 3. Parametros de trabajo para sintetizacion de nanoparticulas de 6xido de hierro.

Arménico | Tiempo Material | Volumen | Solvente | Energia Masa de
de del nanoparticulas
ablaciéon | blanco (mg)

90 mJ 0,22

. 173 mJ 1,32

Verde(2w) | 5 minutos Fe 20 mL Agua 579 mJ 1.96
370 mJ 2,51

Se eligié un valor maximo y un valor minimo de pulso o tasa de repeticion (estos valores
son los permitidos por el laser) y valores intermedios entre estos; como la energia de
pulso es inversamente proporcional a la tasa de repeticién o pulso, se tomé estos valores
de energia (tabla 3) como referencia y se trabajé con estos para la produccion de todas
las muestras.

Se obtuvo la masa de las nanoparticulas por medio de la medicién de pérdida de peso
del blanco de Fe después de la ablacion laser realizada.

2.2 Caracterizacion composicional y estructural

2.2.1 XPS

Para la determinacién de la composicion de las nanoparticulas de 6xido de hierro se usé
la espectroscopia fotoelectrénica de rayos X con un espectréometro de rayos X SPECS
PHOIBOS 100/150 con un analizador hemisférico y una linea de aluminio K-alfa (Al Ka)
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de 1486.6 eV operada a 100W en la Universidad Industrial de Santander. Con esta
técnica se obtuvieron los espectros de alta y baja resolucién. A partir de estos se
determind la estequiometria de dichas nanoparticulas, realizando la descomposicién de
las curvas presentes en los espectros y a partir del &rea bajo la curva de los espectros,
para calcular la relacion de los compuestos y el porcentaje en los que ellos se
encontraban.

2.2.2 EDS

Para la obtencion de los porcentajes en los que se encontraba cada elemento se emple6
un equipo SEM a un voltaje de aceleracion 25KV, un detector EDAX APOLO X con
resolucion de 126.1 eV (en. Mn Ka) para realizar analisis EDS (Energy-Dispersive
Spectroscopy) y un Software EDX Genesis, estas medidas se realizaron en la
Universidad Industrial de Santander. Después de obtenidos los espectros se realizé una
tabla mostrando los porcentajes de Fe y O para cada muestra.

2.2.3 XRD

Los patrones de XRD se obtuvieron con un difractdmetro Rigaku, operando con una
fuente de radiacion Cu Ka. Ademas, se recopil6 en un modo de exploracién por pasos,
entre 26 = 10 y 80 ° con un paso de 0.03° y 10 s / paso.Estas medidas fueron realizadas
en el Centro Brasileiro de Pesquisas fisicas.Los resultados obtenidos se graficaron de la
siguiente manera:Intensidad en funcién de 26 para observar los picos presentes en el
patron para identificar la estructura y fases presentes en el material.

2.2.4 Espectroscopia RAMAN

Los espectros Raman se obtuvieron con un espectrometro Raman que fue construido en
el Centro brasileiro de Pesquisas fisicas, los parametros usados fueron: una rejilla de roja
de 600l/mm, para la calibracion se us6 Si(520cm™1) y un tiempo de 1 minuto, un laser de
8mW, densidad de filtro de 0,3mW, potencia de muestra de 420ul/ y un tamafio de
rendija de 100 um. Después de obtenidos los datos se graficé intensidad en funcién de
longitud de onda y se identificaron los picos presentes en estas gréaficas para determinar
las fases presentes en las muestras de las nanoparticulas de éxido de hierro a diferentes
energias de laser.

2.2.5 UV-vis

Se obtuvieron espectros de absorbancia utilizando un espectrofotémetro UV-Vis UV2600
de Shimadzu con un rango espectral de 200 a 850 nm, equipado con doble haz y una
esfera integradora para muestras de nanoparticulas de 90mJ, 170mJ, 273mJ y 370mJ,
estas medidas fueron realizadas en la Universidad Industrial de Santander,
Bucaramanga. Los espectros fueron medidos en la region de 200 a 700 nm. Los
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espectros obtenidos fueron analizados identificando la relacion entre la energia del laser
y la pendiente de la curva y la identificacion del punto donde se dio el plasmén de
resonancia.

2.3 Caracterizacion morfologica

2.3.1 STEM

Para las medidas de STEM se us6 un Microscopio Electronico de Barrido FEG (Field
Emission Gun). Las imagenes fueron tomadas con las siguientes caracteristicas: alto
vacio, voltaje de aceleracion 25kV y se utilizé un detector STEM | XT en la Universidad
Industrial de Santander después de ser goteadas en la rejilla STEM. A partir de las
imagenes obtenidas se hizo un promedio de los tamafios de particula presentes en la
imagen con su respectiva desviacion estdndar, para cada muestra se tomaron 3
imagenes a una resolucién de 300nm, también se relacionaron estos tamafios con los
obtenidos por DLS.

2.3.2 DLS

Para determinar el tamafio hidrodinamico del nanocompuesto, se utilizo el analizador de
tamano de particulas por dispersion de luz dinamica (Dynamic Light Scattering DLS). Los
coloides(muestras de las nanoparticulas a 90mJ, 170mJ, 273mJ y 370mJ) fueron
depositados en una cubeta de poliestireno (RefDTS0012, by Malvern Instrument). Las
medidas de DLS se realizaron en un equipo Zetasizer Nano Series marca MALVERN
INSTRUMENT en la Universidad Industrial de Santander; entre los parametros elegidos
para la medicién del tamafio de los coloides se encuentran el agua como dispersante con
un indice de refraccion de 1.33 a 25°C y un numero de scans de 10-100. Se obtuvo un
promedio de los tamafos de particula con su respectiva desviacién estandar.

2.4 Evaluacion

2.4.1 Pruebas biologicas

Se realizaron pruebas bioldgicas con cultivos celulares de osteoblastos durante 72 horas,
las pruebas bioldgicas se dividieron en tres etapas de la siguiente manera:

1. Cultivo de osteoblastos: se emplearon las células osteoblasticas (MC3T3-E1),

obtenidas de ATCC, se subcultivaron y sembraron a una densidad de 10.000

células/pocillo en una placa de 24 pocillos. Los cultivos celulares se mantuvieron
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en aMEM con FBS al 10% y una mezcla de antibidticos PS a 37°C en
unaatmoésfera humidificada con 5% de COs,.

2. Viabilidad y proliferacion: El ensayo de MTT (bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)
-2,5-difeniltetrazolio) es el mas utilizado para evaluar la proliferacién celular y la
viabilidad [57]. Las células viables y proliferantes expresan una mayor actividad
metabdlica, convirtiendo el MTT en un producto de formazan de color purpura con
una absorbancia méaxima cercana a 570 nm. Para este ensayo, las células se
cultivaron como se describié anteriormente durante un periodo de 72 horas
(n=8/punto de tiempo) a diferentes concentraciones del material. El cultivo de
células sin tratamiento adheridas a placa se empleé como control. La densidad
Optica se midié a una absorbancia de 570 nm utilizando un espectrofotbmetro
(SpectraMax5, Molecular Devices, EE. UU.).

3. Confirmacién de la Proliferacién: La proliferacion de osteoblastos se confirmé
usando el ensayo de contenido de ADN. Se emple6 el kit de ADN Pico Green,
técnica puesta a punto brevemente por laboratorio de metabolismo del grupo de
investigacion CINTROP. Brevemente, las muestras se mezclaron con 1 x tampon
TE (Tris HCI 10 mM y EDTA 1 mM, pH 7,5) y solucion PicoGreen. El contenido de
ADN se determiné por medicion de fluorescencia a una longitud de onda de
480/530nm. Se utiliz6 ADN Lambda para la curva estandar para calcular la
cantidad de ADN en las muestras (n = 8).

Cada experimento se repiti6 usando 8 muestras inter experimento y 3 muestras en
momentos independientes, los datos se presentaron como la media + SEM de 8 réplicas
y se evaluaron mediante la prueba Anova. El nivel de significacion estadistica se definid
en p <0,05.

2.4.2 Hipertermia magnética

Se aplicé un campo magnético de 200 Gauss AC a las nanoparticulas de 6xido de hierro
producidas a diferentes energias (90mJ, 170mJ, 273mJ, 370mJ) con una frecuencia de
307kHz con un equipo de hipertermia magnética NanoScale Biomagnetics. A partir de
esta medida se obtuvieron graficas de Temperatura en funcién del tiempo para
determinar la tasa de absorcion especifica (SAR) de las nanoparticulas con los métodos
de ajuste lineal y ajuste Box Lucas (BL).

Existen diferentes tipos de ajuste para la obtencion de los valores SAR y han sido
evaluados ampliamente para diferentes tipos de experimentos y diferentes caracteristicas
de nanoparticulas en donde se puede encontrar que los métodos mas usados son el
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método lineal y el ajuste por Box Lucas los cuales fueron utilizados en este estudio,
diferentes autores exponen que cada autor deberia analizar por lo menos dos métodos.

Para la obtencién de los valores SAR por método lineal se usoé la siguiente ecuacion:

Mg . AT
SARinear = M_CE(l)

n

donde, M;es la masa de suspension que incluye el agua destilada y las NPs, M,es la
masa de las NPs, y C es la capacidad calorifica especifica del agua desionizada. Los

valores i—: se obtienen a partir de la grafica de ATen funcion del tiempo, donde se

obtiene la pendiente lineal de la parte inicial de la gréafica para cada una de las energias
(90 mJ, 173 mJ, 279 mJ y 370 mJ)

Los valores SAR por método de ajuste Box Lucas se obtuvieron a partir de la siguiente
ecuacion:

SARg, = ~*C (a.b)(2)

Donde los valores ay b se obtienen a partir de la grafica de AT en funcién del
tiempo, para hacer el ajuste Box Lucas, se uso la siguiente ecuacion:

y =a(l - e™)(3)

donde se ajustaron las curvas de cada energia a la ecuacion 3 y se obtuvieron los
valores a y b para reemplazarlos en la ecuacion 2 y obtener los valores SAR por
este método.

En la siguiente tabla se presenta un resumen de las técnicas usadas en esta tesis
y los resultados esperados a partir de cada técnica.

Tabla 4. Resumen de técnicas usadas para la caracterizacion de las nanoparticulas de
oxido de hierro

Método Resultados

UV-vis Formacion de
nanoparticulas de 6xido de
hierro

Raman Composicién guimica

XPS Identificacion de
compuestos

EDS Componentes presentes en
la muestra

XRD Identificacion de fases,
estructura cristalina

STEM Tamafio de particula
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DLS Tamafo hidrodinamico de
particula

Pruebas biolégicas Viabilidad celular y
proliferacion

Hipertermia magnética Gréfica de aumento de
temperatura en funcion del
tiempo y tasas de absorcion
especifica

3.Resultados y analisis

3.1 DLS

Con el fin de determinar el tamafio promedio de las nanoparticulas, se empleé la técnica
DLS e imagenes obtenidas con STEM, en la tabla 7 se presentan los resultados de estas
mediciones, incluyendo la desviacion estandar del tamafo. Los valores de STEM fueron
obtenidos haciendo un promedio de los tamafios medidos en las imagenes, para cada
energia se obtuvieron 3 imagenes con la misma resolucién en diferentes puntos de la
muestra. De acuerdo con estos resultados, se constata que las particulas tienen tamafios
nanomeétricos.

Se puede ver para ambos resultados que el tamafio de las nanoparticulas no se vio
fuertemente influenciado por la energia del laser, ya que no hubo una relacion entre la
energia y el tamafio de las nanoparticulas, sin embargo la desviacion estandar indica que
se obtuvieron particulas tanto de tamafos elevados (>60 nm) como particulas de
dimensiones <10 nm, una explicacion para esto puede ser la competencia de fenébmenos
gue ocurren durante la ablacion; la energia y la temperatura producida dentro del proceso
pueden generar particulas de diferentes tamafios, ya que por la energia se desprenden
particulas de cierto tamafio pero al involucrarse la temperatura estas particulas a su vez
pueden ser divididas y tener un tamafio menor, debido a que las particulas que tienen
mayor area superficial absorben esta energia térmica y se dividen.[62].

Ademas, una distribucion de tamafos alta se debe a posibles aglomeraciones de
nanoparticulas en el agua, al aumentar su concentracion, en especial en los resultados
obtenidos por DLS, ya que el tamafio es medido hidrodindmicamente[63]. Esto se puede
observar al hacer una comparacion entre los valores obtenidos por las dos técnicas, ya
gue muestran resultados muy diferentes, aunque indican que si se obtuvieron particulas
en el rango nanométrico.
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Tabla 5. Tamafio promedio de particula para diferentes valores de energia de ablacion
laser a partir de DLS y STEM.

Mediciones DLS Mediciones STEM
Energia =
(mJ) P-I;zr:ng?o Desviacion estandar Tamafio Desviacion
(nm) (hm) Promedio (nm) estandar (nm)

370 25.868 4.189 16.827 6.044
279 65.363 6.680 15.695 4.854
173 42.176 25.585 14.870 8.347

90 25.900 0.761 18.719 12.825

3.2 STEM

En las imagenes de la figura 9 se muestran las particulas para cada muestra tomada a
diferentes energias, se puede observar que se sintetizaron particulas de dimensiones
bajas (<20nm), los valores promedios de tamafio de las nanoparticulas fueron tomados a
partir estas imagenes obtenidas por STEM, se usaron los tamafios de 3 imagenes para
cada muestra y un aproximado de 24 tamafios para obtener este promedio, estos valores
fueron registrados en la tabla 7.

©)

(@) s

/ e - ;
E B HV mag o det mode HFW WD 300 nm E ® HV mag o | det model HFW WD 300 nm
25.00 kV 300000 x STEM| A 995 nm 4.6 mm QUANTA FEG 650 25.00 kV|300 000 x STEM| A 995 nm 4.7 mm QUANTA FEG 650




39

_ .

det |mode| HFW = WD 300 nm HV mag o det mode HFW WD | 00
QUANTA FEG 650 25.00 kV 300 000 x STEM B 995 nm 4.3 mm QUANTA FEG 650

llustracion 5. Imdgenes STEM para nanoparticulas sintetizadas usando (a) 370 mJ, (b)
279 mJ, (c) 173 mJ y (d) 90 mJ con ablacion laser.

3.3 XPS

En la figura 5 se muestran los espectros XPS de alta resolucion del hierro y oxigeno,
para la muestra producida a 173 mJ. Estos espectros son representativos de todas las
muestras. La figura 5(a) muestra el doblete Fe2p, en el que se presentan dos estados de
oxidacion, Fe2+ y Fe3+; el primero coordinado octaédricamente y el Ultimo distribuido en
los sitios octaédrico y tetraédrico [10]. El espectro se puede ajustar con éxito empleando
dos picos principales y un pico satélite en la regién 2p3/2, con un patrén repetido. El pico
de energia de enlace mas bajo a 710.2 eV se atribuye a Fe2+, La especie tetraédrica
Fe3+ tiene una energia de unién de 713.3 eV y el pico satélite fue identificado en 716.0
eV. Estos valores son comparables a otros encontrados en la literatura [58]. La figura
3(b) muestra el espectro de alta resolucion O1s, en donde se identifican enlaces
correspondientes a la formacién de Fes;O,4 y Fe2Os; sin embargo, se identifican picos de
mayor intensidad correspondientes a enlaces con hidrégeno y oxigeno. Esta alta
cantidad puede deberse a que las nanoparticulas fueron producidas en agua, lo que hace
gue mantengan una alta humedad. Ademas, la exposicién al medio ambiente antes de
los analisis hace que se incorpore carbén al coloide.
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llustracion 6. Espectros de alta resolucién y deconvolucién para las nanoparticulas
producidas a 173mJ. (a) Fe 2p y (b) O 1s.

3.4 EDS

Con el fin de determinar las variaciones en concentraciones de hierro y oxigeno en las
muestras, se realizaron analisis empleando EDS. En la tabla 5 se presentan los valores
de porcentaje atdmico para las diferentes muestras. Se observa una alta concentracion
de oxigeno; esto esta de acuerdo con los resultados XPS, en los que se observa oxigeno
no enlazado con hierro, y causado por el medio acuoso en el que se producen las
nanoparticulas; se observa una variacion en la concentracién de hierro y de oxigeno, lo
gue indica el cambio en la presencia de Fe2+ y Fe3+ en las muestras u oxidacién de las
nanoparticulas.

Tabla 6. Porcentaje atbmico de nanoparticulas producidas variando la energia del laser,
calculado a partir del analisis EDS.

At% (EDS)
Muestra Fo o)
90mJ 5.2 94.8
173mJ 9.3 90.7
279mJ 10 90
370mJ 9.9 90.1
3.5 XRD

Los resultados de difraccion de rayos X determinaron la existencia de la estructura
atomica de espinela inversa, con lo cual existe la posible presencia de magnetita y de
maghemita [14], los difractogramas obtenidos se pueden visualizar en la figura 6.
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llustracion 7. Patrén de difraccion de nanoparticulas de 6xido de hierro para diferentes
energias

En general, los difractogramas muestran picos anchos y de baja intensidad, lo que es
tipico de materiales de dimensiones nanométricas, con bajas longitudes de coherencias
[59]. Ademas, se logré identificar picos de los planos cristalograficos (220), (311), (400) y
(511), que corresponde a FesO.y (024), (116) para Fe;Os. La muestra producida a 173
mJ, presenta un pico alrededor de 55° de mayor intensidad que los demas, lo que puede
deberse a que en esta muestra se presentan particulas de gran tamafio y un solape en
las fases hematita y maghemita, por ende, mayor cantidad de planos cristalograficos para
producir difraccion, este resultado es congruente con los valores de tamafio obtenidos en
DLS, donde la desviacion estandar indica que habian particulas de tamafio por encima
del promedio presentes en la muestra o una aglomeracion de estas.

3.6 UV-VIS

En la figura 7 se presenta el espectro UV-vis para las muestras de nanoparticulas de
oxido de hierro producidas a diferentes valores de energia (90 mJ, 173 mJ, 279mJ y 370
mJ). Los espectros de las nanoparticulas no muestran picos de absorcién definidos. Sin
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embargo, sus bordes de absorcion a longitudes de onda mas cortas son compatibles con
los espectros Opticos de la mayoria de las fases de 6xido de hierro[60]. La identificacion
de la morfologia de 6xido de hierro no puede confirmarse por los espectros UV-vis[61].

La Figura 7 muestra claramente que existe una relacién directa entre la respuesta
espectral de absorbancia de las nanoparticulas y la energia de produccién. Donde se
identifica una disminucién en la pendiente entre 200 nm y 400 nm a medida que se
disminuye la energia; esto significa una disminucion en la absorbancia a medida que
disminuye la energia del pulso utilizada para su fabricacion; esto se puede relacionar
directamente con la disminucién de las concentraciones de las nanoparticulas [20]. Este
hecho es apoyado cualitativamente por la disminucion de la coloracién de cada muestra
observada a la hora de sintetizarlas.

Absorbancia (u.a)

T T T r T T T
200 300 400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

llustracion 8. Espectros de absorcién UV-visible para nanoparticulas producidas con
energias de laser de 90mJ, 173mJ, 279mJ y 370mJ.

3.7 RAMAN

Se obtuvieron los espectros Raman de nanoparticulas producidas a diferentes energias
del laser, como se muestra en la figura 8, donde se observan los espectros generales y la
toma de diferentes regiones de estos espectros. Aunque la espectroscopia Raman es
una técnica para estudiar los enlaces atémicos y moleculares en la quimica y la fisica de
la materia condensada, se debe tener cuidado cuando se aplica al estudio de los 6xidos
de hierro. Se ha demostrado que la exposicion excesiva de una muestra de 6xido de
hierro a la radiaciéon laser produce hematita, o que indica que algunos picos con fase
Fe,Os podrian atribuirse a este fenébmeno [20]. Los valores de umbral de potencia del
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laser informados para la formacion de hematita difieren ampliamente, ya que dependen
de condiciones experimentales como la longitud de onda, el tiempo de exposicion y las
caracteristicas de la superficie de la muestra. En los espectros presentados en la figura 5
se identificaron los mismos picos para todas las muestras en la regién de la huella
dactilar y fueron relacionados en la tabla 6. En esta tabla se observa que las intensidades
no tienen variaciones apreciables dependiendo de la energia del laser.

Tabla 7. Identificacion de picos obtenidos en andlisis Raman

Pico Asignacion Area bajo la curva(cm)
90 mJ 173 mJ 279 mJ 370 mJ
224.83 Hematite 1.6 2.47 1.72 1.85
410.90 Hematite 0.47 3.87 0.67 1.04
626.73 Hematite 1.13 1.85 1.05 1.19
797.91 Maghemite | 2.27 4.01 2.49 2.33
1004.82 Maghemite | 12.99 14.19 12.53 11.56
1190.88 Hematite 8.17 9.18 7.87 8.16
1317.40 Hematite 1.71 3.14 1.32 1.12
1451.38 Hematite 1.29 1.84 1.46 1.17
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llustracion 9. Espectros Raman de nanoparticulas de 6xido de hierro en agua
sintetizadas a diferentes energias de pulso.

3.8 Pruebas bioldgicas

Teniendo en cuenta la importancia del grado de acumulaciéon de las NPs de 6xido de
hierro para su posible aplicacion en hipertermia magnética y a pesar de existir un
mecanismo natural de degradacion de nanoparticulas de 6xido de hierro en el cuerpo, es
importante realizar una cuantificacién del hierro acumulado en el interior de los cultivos
celulares de osteoblastos y su actividad. Como se muestra en la figura 10, hubo un
incremento en la viabilidad respecto a la concentracién de las nanoparticulas y a la
energia, que estan directamente relacionadas. Esto se puede explicar con el aumento en
la proliferacion de los osteoblastos. Lo que indica que los cultivos tienen una alta
viabilidad.
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llustracion 10. Viabilidad celular para las muestras de las nanoparticulas tomadas a 90
mJ, 173 mJy 279 mJ.

En la figura 10 se muestra la gréfica de la proliferacion celular respecto al control, donde
se observa que incrementa la proliferacion celular al aumentar la energia y a su vez
aumentar la concentracion de las nanoparticulas para un tratamiento de 72h.
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llustracion 11. Proliferacion celular para las muestras de las nanoparticulas tomadas a
diferentes valores de energia, 90 mJ, 173 mJy 279 mJ.

En general las concentraciones superiores a 200ng/ml de 6xido de hierro favorece la
proliferacion y viabilidad de los osteoblastos, para energias altas se ven mayormente
influenciadas estas variables. Con lo que se puede concluir que las nanoparticulas de
oxido de hierro producidas a diferentes energias no son toxicas y aptas para la aplicacion
en biomedicina. Esto de acuerdo con Luminita Labusca y Daozhen Chen, et al [49][13]
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gue aseguran que las nanoparticulas de éxido de hierro tienen una particularidad, con
respecto a su interaccion con la materia viva y es que se degradan por medio de vias de
homeostasis del hierro.

3.9 Hipertermia magnética

Las nanoparticulas de o6xido de hierro se usan comunmente como mediadores de
calentamiento para el tratamiento del cancer de hipertermia magnética debido a su
capacidad de liberacion de calor cuando se aplican a un campo magnético de CA de
suficiente intensidad y frecuencia. En este caso se utilizaron valores de 200 Gauss CA 'y
307 kHz.

En la Fig. 12 se presentan las curvas de cambio de temperatura frente a tiempo en las
muestras de las nanoparticulas de 6xido de hierro para diferentes energias de laser. En
esta, se muestra que la temperatura aumenta para todas las muestras, el aumento de la
temperatura de las NPs de 6xido de hierro no se vio muy influenciado por el cambio de la
energia, esto puede ser porque no hay una gran diferencia entre las concentraciones de
las muestras o hay muy poca concentracion en cada muestra. Ademas, se pueden
observar en la gréfica unos valores negativos esto indica pequefias pérdidas de calor a la
hora de realizarse la prueba, esto es acorde con la literatura que indica que no solo se
presentan aumentos lineales en la temperatura [50].

Para comprender mejor la influencia de la energia del laser en el comportamiento de
hipertermia magnética de las nanoparticulas de 6xido de hierro, se debe calcular la tasa
de absorcion especifica (SAR).

La disipacion de energia magnética en una muestra de ferrofluido se mide en términos de
SAR. Estos valores se pueden obtener a partir de dos métodos graficos de ajuste,
descritos con mayor especificidad en el capitulo de la metodologia. El primer método de
ajuste es lineal, se extrajo la pendiente lineal inicial de las curvas AT-tiempo, y estos
valores fueron sustituidos en AT/At. En el segundo método de ajuste, se obtuvieron los
valores a y b con el método de ajuste Box Lucas para las curvas AT-tiempo, estos
valores fueron sustituidos en la ecuacion del ajuste Box Lucas.
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llustracion 12. Medidas de hipertermia magnética para diferentes valores de energia de
ablacion.

Los valores SAR obtenidos de las muestras con ajuste lineal y ajuste Box Lucas (BL) se
muestran en la Figura 13. Los valores SAR disminuyeron con el aumento de la energia,
lo que podria indicar una dependencia de estos valores en la concentracién, por tanto, en
la energia del laser. A medida que aumenta la energia del laser, la concentracion de
nanoparticulas en el coloide también aumenta, ya que se extrae mas cantidad de
material, por lo que se obtiene una mayor cantidad de nanoparticulas para convertir el
campo magnético en calor. La tasa especifica de absorcion depende de parametros del
campo, como la amplitud y la frecuencia y de los parametros del medio como la
viscosidad y de las propiedades de las particulas como su tamafio y propiedades
magnéticas, se podria afirmar que la morfologia y las propiedades magnéticas esta
siendo influenciadas por la energia del laser lo que estaria influyendo en el valor del
SAR. Como se pudo observar la morfologia y tamafio de las nanoparticulas fue
influenciada por la energia de obtencion de las nanoparticulas lo que indica una
correlacion entre todas los resultados involucrados en este estudio, donde a mayor
energia de laser para la obtencion de las nanoparticulas

Entre los tres métodos (lineal y BL) utilizados para el célculo de SAR, el BL proporciona
la estimacién de SAR mas precisa para el sistema no adiabatico en funcion de los
resultados del andlisis grafico. El lineal asume solo aumentos lineales en la temperatura
de la muestra e ignora las pérdidas de calor, mientras que el BL incluye pérdidas lineales
debido a una configuracion experimental no adiabatica. El ajuste lineal seria preciso para
mediciones adiabéticas sin cambios quimicos o fisicos dentro de las muestras. Por lo
tanto, se afirma que el método de ajuste Box Lucas para la obtencion de los valores SAR
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en este caso en el que se obtienen pérdidas de calor durante el experimento es el
adecuado.

124 ||l Ajuste Lineal
1 [ Ajuste Box Lucas

SAR(W/g)

370 279 173 90
Energia(mJ)

llustracion 13. Valores SAR para nanoparticulas de 6xido de hierro en funcion de la
energia laser, utilizando un ajuste lineal y un ajuste Box Lucas.

4. Conclusiones

Las nanoparticulas de oxido de hierro se obtuvieron utilizando el método de ablacién por
laser variando la energia del laser. La morfologia se determiné mediante técnicas DLS y
STEM. A partir de este analisis, se observd que existe una fuerte competencia entre la
energia del laser y la temperatura, para desprender particulas de diferentes tamafios, ya

gue, a medida que aumenta la energia, se desprende mas cantidad de material
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aumentando asi la concentracion, mientras que la temperatura produce divisiones de las
particulas de gran tamafo. Por otro lado, la composicion se determind usando XRD que
mostré picos amplios con pequefias intensidades, lo que indica dominios nanométricos.
La muestra que exhibié los mayores tamafios de particulas mostré un pico con mayor
intensidad, posiblemente porque hay una mayor cantidad de planos cristalogréficos. Los
picos de Fe3p y O1 se identificaron en todas las muestras confirmando la formacion de
Oxido de hierro. La espectroscopia Raman permiti6 la identificacibn de picos
pertenecientes a hematita y maghemita. Las muestras exhibieron una diferencia en el
cambio de temperatura de 1°C por esto se realizaron aproximaciones graficas para
obtener valores SAR donde se ve una relacién entre la energia y la tasa de absorcion
especifica. La viabilidad celular de las nanoparticulas y la proliferacién fue analizada con
pruebas biolégicas en cultivos celulares de osteoblastos, donde se determiné que

concentraciones mayores a 200ng/ml favorece la viabilidad y la proliferacién celular.






5.Trabajos futuros

5.1 Contribuciones

La importancia de este estudio se centr6 en que hasta el alcance de esta investigacion
no se encontré informacién donde se evaluaran las propiedades de las nanoparticulas de
hierro a energias de ablacién laser de 90, 173, 279 y 370 mJ y la correlacion de estas
caracteristicas con el rendimiento en pruebas biolégicas y en la tasa de absorcion
especifica (SAR) por dos tipos de aproximaciones, valor importante para evaluar la
eficiencia de dichas nanoparticulas en el uso de hipertermia magnética como tratamiento
alternativo de céncer.

5.2Trabajos futuros

e Estudio profundo de la concentracién 6ptima para las medidas de hipertermia
magnética.

e Estudio de las propiedades magnéticas de las nanoparticulas con diferentes fases
de 6xido de hierro.

e Funcionalizacion de las nanoparticulas.

¢ Realizar medidas bioldgicas in vivo en ratas wistar.

e Comparacion de células osteoblasticas y osteoclasticas.
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A. Anexo: Caracterizacidon de
nanoparticulas de 6xido de hierro,
técnicas mas usadas

XPS

La espectroscopia de electrones fotoemitidos conocida XPS por sus siglas en inglés (X-
Ray photoelectron spectrometry) es una técnica sensible para el analisis quimico
superficial; basicamente consiste en la interaccion mediante un haz de rayos-X de los
niveles mas internos de los atomos, provocando la emision de fotoelectrones (efecto
fotoeléctrico) que dan informacion acerca de la energia de cada nivel y a su vez de la
naturaleza de cada muestra.

Ya que la energia del haz es hv si el fotoelectrén sale con una energia EK la diferencia
entre dichas energias nos da como resultado BE que es la energia de enlace del
electréon. Donde hes la constante de Planckh = 6.63x10 — 34 Js.

Debido a que el camino libre medio de los electrones en los sélidos es muy pequefio, los
electrones detectados en los picos de fotoemision de XPS se originan solamente en las
Gltimas capas atémicas, que son los que constituyen la superficie, se considera que es
aproximadamente 10 nm. Por eso se dice que es un andalisis superficial, el cual resulta
ser muy eficiente para particulas de tamafios nanométricos. [64]
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Los espectros XPS se forman cuantificando los fotoelectrones detectados en funcion de
la energia cinética; la distribucion de esta energia cinética que se da por la cuantizacion
de la energia consiste en una serie de bandas discretas que muestran la estructura
electrénica de los &tomos de la muestra medida.

XRD

La difraccion de rayos X o XRD por sus siglas en inglés (X-Ray Diffraction) es una
técnica de caracterizacion para la identificacion de los planos cristalograficos de un
material periddico estructuralmente. Esta técnica esta regida por la ley de Bragg que
puede expresarse de la siguiente manera nA = 2dsinfen donde n es un nimeroentero,
A es la longitud de onda de los rayos X, d es la distancia entre los planos cristalinosy 6 es
el &ngulo entre los rayos incidentes y los planos de dispersién. [65]

T

Haz
Haz incidente difractado
¢ J o ® ® O—
Planos atomicos
*— @ AN o
d dsene
® ® ® @ o—

llustracion 14. Difraccién de Rayos X por Ley de Bragg
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UV-VIS

Una de las técnicas mas utlizadas para caracterizar nanoparticulas es la
espectrofotometria UV-Visible que nos permite conocer la banda de absorcién o el
plasmon de absorbancia, la concentracion, forma, tamafio y homogeneidad de tamafio de
las particulas.

La espectroscopia describe la interaccibn entre la radiacién, principalmente la
electromagnética, y la materia. Toda radiacion electromagnética viene caracterizada por
una longitud de onda (A), una frecuencia (v) o una energia (E), relacionadas mediante la
ecuacion de Planck.

E = hv

La luz visible o ultravioleta incide sobre la muestra, una parte del haz la atraviesa y la otra
es absorbida por los electrones de valencia, siendo éstos promovidos a estados
excitados.

Al aplicar esta técnica se puede obtener un espectro UV-visible obtenido por el
espectrofotbmetro UV-Visible que representa la absorbancia en funcién de la longitud de
onda. A partir de este espectro se pueden obtener las caracteristicas mencionadas. [66]

RAMAN

Raman es una técnica espectroscépica vibracional que utiliza la interaccién entre la
radiacion electromagnética y la materia para estudiar la composicién de la misma. Se
basa en los fenébmenos de dispersion inelastica de los fotones a una determinada
frecuencia diferente para cada molécula del material. Debido a las diferentes frecuencias
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a las que estan asociadas cada molécula en particular, que podemos identificar
materiales y distinguirlos.

El efecto Raman se produce cuando un haz de luz monocromatica (laser) incide sobre
una molécula e interacciona con la nube electronica de sus enlaces, excitando la
molécula a un estado virtual no permitido. Debido a que este nuevo estado no es estable,
la molécula se relaja hasta uno de sus estados permitidos mediante el desprendimiento
de un fotdon. La mayor parte de este haz de luz se dispersa y presenta la misma
frecuencia que la onda incidente, se conoce como radiacion elastica y no aporta ningan
tipo de informacién molecular. Otra pequefa parte de la luz es dispersada de forma
inelastica y devuelve frecuencias propias de cada molécula que compone el material, lo
que se conoce como efecto Raman.

Después de la mediciéon con un equipo Raman, se obtiene un espectro Raman, donde en
el eje de las abscisas se representa el nimero de onda en cm™1, relativo a la frecuencia
de la luz incidente, y en el eje de ordenadas la intensidad en unidades arbitrarias [u.a].
Cada uno de los picos de este espectro se puede asociar a un modo de vibracién[67].

DLS

La dispersion de Luz dinamica o DLS por sus siglas en inglés (Dynamic light scattering),
es una técnica 6ptica no invasiva para medir la distribucion estimada de nanoparticulas
en suspensiones. Se incide una luz laser con cierta energia, alcanzando numerosas
particulas coloidales, dispersandola en diferentes intensidades. Si las particulas son
pequefias se moveran rapidamente, también se acelera la variacion de la intensidad de
dispersion. Por el contrario, las particulas mas grandes se dispersaran lento llevando
variaciones mas altas.[68]

Para llevarse a cabo la medicién se requieren un mayor nimero de particulas (varios
ordenes de magnitud) en comparacion con el TEM que involucra una muestra
estadisticamente pequefia, donde los valores obtenidos por lo general seran superiores a
los proporcionados por la microscopia, esto debido a que cuando un medio liquido
mueve una particula dispersa, la mayoria de las veces se adhiere una capa eléctrica
dipolar a su superficie, por lo tanto influye en el movimiento de esta, ocasionando la
medicion del radio hidrodindmico.
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STEM

Las imagenes STEM se forman a partir de la relacion de la sefal elastica que es
colectada por el detector anular y la sefial ineladstica que es colectada por el
espectrometro. La relacion de la seccion transversal es aproximadamente proporcional al
numero atémico Z, a esta relacion se denomina imagen de “contraste Z”.

Albert Crewe y J. Wall introdujeron el uso del cafion de emision de campo, para alcanzar
una corriente del haz de electrones mediante una punta de barrido (“probe”) lo
suficientemente pequefia, el primer microscopio con STEM alcanza una resolucién de
aproximadamente 30A[69]. Las primeras imagenes mostraban &atomos individuales
pesados. A partir de este momento la técnica STEM se ha desarrollado como una
alternativa importante con ventajas especiales para muchos propésitos como las
nanoestructuras y los nanomateriales.
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