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1. Introduccion

La oncologia es un area de investigacion a la orden del dia, ya que hace frente a un
mismo problema de salud publica, de enormes dimensiones: citando a la Organizacién Mundial
de la Salud, “el cancer es la segunda causa global de mortalidad” [1]. La organizacién Worldwide
Cancer Research es todavia mas tajante al afirmar “una de cada dos personas recibird un
diagndstico de cdncer a lo largo de su vida. Una persona muere en el planeta de cancer cada
cuatro segundos” [2]. Una de las lineas de investigacién mas prometedoras por ser poco invasiva
y con pocos efectos secundarios es la hipertermia magnética, siendo una terapia no quirurgica
que suele combinarse con otras técnicas como son la radioterapia o quimioterapia para tratar
de erradicar un tumor en el seno de un sistema bioldgico complejo como es el cuerpo humano.

La hipertermia magnética consiste bdsicamente en provocar un aumento de
temperatura en el drea tumoral que a su vez ocasione la destruccidn de las células cancerigenas.
Se suele emplear como terapia complementaria a la radioterapia pues muestra efectos
sinérgicos [3]. Respecto a la toxicidad de las nanoparticulas (NPs) magnéticas a emplear, las de
oxido de hierro (lll), son las Unicas autorizadas por la Agencia de Medicamentos y Alimentacion
(la estadounidense FDA) y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y que son ya usadas en
clinica [4]. No obstante, debemos medir el comportamiento de éstas en funcién de los distintos
pardmetros que podemos modificar, relacionados evidentemente con la propiedad mas
interesante que presentan: la reaccidon a un campo magnético alterno (AC) externo. Justamente,
la mayoria de NPs que cuentan con las propiedades magnéticas éptimas suelen presentar
caracteristicas toxicas no biocompatibles, y por tanto no sirven para una aplicacién clinica.

La terapia mediante hipertermia magnética se aplica ya en el tratamiento del
glioblastoma en varias clinicas europeas. Pero, en su versidon actual, las NPs se inyectan
directamente en el tumor, y por tanto no es una técnica totalmente no-invasiva. La cantidad de
NPs inyectada es ademas muy alta con lo cual no se eliminan del todo los efectos secundarios,
y se genera un calentamiento global muy alto en el tumor con lo cual existe el riesgo de dafiar
el tejido sano circundante. Para eliminar estos inconvenientes se propone provocar la muerte
celular mediante un calentamiento muy reducido, que se limite a pequefias zonas concretas en
el interior de la célula. Tanto para la técnica actual de calentamiento global como sobre todo
para la técnica que se pretende desarrollar de calentamiento local intracelular, es crucial
disponer de NPs con una elevada potencia de calentamiento.

Esta técnica de hipertermia local se estudia y desarrolla en el grupo del ICMA (Instituto
de Ciencia de Materiales de Aragdn) en el que se enmarca este trabajo, en asociacidon con
distintos centros de investigacién y bajo la cobertura de dos proyectos europeos y varios
proyectos nacionales y autondmicos. La magnitud de las tareas del proyecto global es enorme
y, como cabe esperar, de caracter multidisciplinar, abarcando desde los campos mds evidentes
como son la medicina, quimica o fisica, llegando hasta veterinaria y biotecnologia.



2. Preludio tedrico

Trataremos en un primer bloque los aspectos tedricos en los que nos basamos y que
permiten una explicacién y justificacidn tanto del empleo de NPs para la hipertermia como de
la técnica en si. Detallaremos también las condiciones de medida en las que ha de realizarse el
estudio de la viabilidad.

A las NPs originales de una muestra hay que afadirles ciertos polimeros (que
denominamos coating) ya que tienden a reagruparse. Podemos asi garantizar una mayor
estabilidad, es decir, que no precipiten o que lo haga mas lentamente. Aunque las muestras
utilizadas en ensayos bioldgicos tienen una estructura compleja de nucleo magnético, el
recubrimiento polimérico ya citado y diversos compuestos funcionales como sondas
termométricas a base de iones lantanidos (que permiten medir temperatura a la escala en la
gue estamos trabajando [3]), en este trabajo nos concentraremos en las propiedades de las NPs
magnéticas utilizadas en el nucleo.

Comencemos por entender qué ocurre en la muestra cuando aplicamos el campo
magnético AC, fijando ademads su frecuencia y su intensidad. Como queremos que la muestra se
caliente, tenemos que entender el mecanismo que permite la hipertermia, evidentemente
relacionado con las NPs. Se define una NP como aquella particula cuyo tamafio en los distintos
ejes no excede los 100 nm. La clave de su uso reside en las dimensiones de estas, puesto que
podemos encontrar un cambio de propiedades si verificamos la condicién anterior: supone la
diferencia entre un dominio magnético Unico o la existencia de varios. Sabemos que en los
materiales tenemos una distribucién de dipolos magnéticos que forman los nombrados
dominios, y que en ausencia de campo externo pueden apuntar en distintas direcciones. La
transicion entre dominios no es brusca, sino que tiene lugar debido a tenues variaciones que
conforman la transicion entre la orientacién y que denominamos paredes de Bloch. Al emplear
una NP de escala lo suficientemente pequefia, las paredes de Bloch serian de una dimension
demasiado grande como para que se pueda producir la transicion, de modo que implicaria un
monodomio magnético en la NP (esto se produce para un didmetro inferior a la horquilla 3-50
nm, dependiendo del tipo de material) [5].

De las distintas clases de NPs con las que podriamos trabajar, aquellas que exhiben un
comportamiento particular son las que nos resultan interesantes. Buscamos un cambio de
estado magnético lo mas rapido posible por la influencia de un campo magnético externo y una
menor remanencia de campo a temperatura ambiente, sobre la cual incidiremos un poco mas
adelante. Como este comportamiento implica una susceptibilidad mayor que la de un
paramagneto convencional, lo denominaremos superparamagnetismo [6]. Para nuestras NPs,
su tamanfo va a ser un parametro clave en la observacién de dicho fendmeno: la medida de su
didmetro varia entre los 20 y los 30 nm y veremos que se pueden observar comportamientos
diferentes en funcién de este.



Al aplicar el campo magnético alterno sobre la suspensién de NPs en agua, su dominio
magnético Unico trata de acoplarse a la oscilacion magnética externa (no obstante, existe una
frecuencia de corte a partir de la cual el estimulo es demasiado “rapido” para provocar dicha
reaccion). Al ser el campo, justamente, alterno, barajamos dos tipos de fendmenos detrds del
aumento de la temperatura, que llamaremos relajacion de Néel o relajacién de Brown. El
mecanismo de Néel consiste en una rotacion del momento magnético del monodominio como
lo haria la aguja dentro de una brdjula, mientras que la simple rotacién fisica de la NP para
alinear el momento magnético con la direccidon del campo externo es llamada mecanismo de
Brown [7]. Podemos deducir que las pérdidas de Néel producen un aumento de temperatura
por un fendmeno de friccion magnética mientras que las de Brown generan una friccion
mecanica con el fluido que rodea la NP. Un esquema simplificado de ambos puede verse en la
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Fig. 1: Esquema de los mecanismos que se producen al exponer las NPs a un campo magnético
alterno. Si ambas se pueden producir, la relajacion de Brown predomina para frecuencias
bajas, mientras que la de Néel para frecuencias altas. Esto es debido a los tiempos de relajacion
de cada mecanismo (mayor en el de Brown que en el de Néel), es decir, el intervalo de tiempo
que debe transcurrir para poder re-excitar la NP. [8]

Una vez conocidos los fendmenos tras este aumento de temperatura inducido, debemos
asociarlos con la parte experimental que nos atafie. El resultado tras exponer las muestras a un
protocolo experimental como el descrito en el anexo 10.1 es que efectivamente nuestras
muestras responden de manera distinta a diferentes frecuencias, si bien no somos capaces de
saber de antemano qué franja nos interesa para provocar una hipertermia éptima.

Resulta crucial entender la relacion entre tamafio de las NPs y sus distintos
comportamientos. Para ello, introducimos el conocido ciclo de histéresis en la figura siguiente.
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Fig. 2: Ciclo de histéresis genérico. [9]

Se obtiene un valor de la magnetizacidn M en funcién del campo magnético externo
aplicado H, y podemos destacar ciertos valores que dependen del material sometido a estudio.
M:; es la magnetizacién de saturacidn, valor mdximo que podemos obtener al alinear todos los
dominios de un material en una misma direccién debido a la aplicacién de un campo magnético
Hs. M, es la magnetizacién remanente cuando el campo externo vuelve a ser nulo. Hc es el campo
coercitivo que debe ser aplicado para provocar un valor nulo de la magnetizaciéon. Este ultimo
valor resulta de interés, debido a que segun el tamafio de la NP veremos un ancho de
coercitividad distinto en nuestro ciclo. Ademas, por debajo de un cierto valor de H., no se
produce reversidon de la magnetizacién y no podemos inducir pérdidas [3]. Todo esto puede
apreciarse en la Fig. 3, donde relacionamos el tamafio de una NP con su comportamiento, asi
como el hecho de poseer un Unico dominio magnético o varios como ya hemos explicado con
anterioridad.
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Fig. 3: Comportamiento (SPM es abreviatura de superparamagnetic y FM de ferromagnetic) y
caracteristicas de una NP en funcion de su tamafo. Puede observarse también la variacion del
ancho de coercitividad que se produce. [10]

Por lo tanto, dependiendo del tamafio de las NPs podremos esperar un comportamiento
u otro. En el caso del superparamagnetismo, la coercitividad es nula; pero va creciendo al
aumentar las dimensiones de la NP (mientras sigamos teniendo un monodominio). El ciclo de
histéresis resulta de interés pues el area que describe es el trabajo que se produce, ligado por
lo tanto a las pérdidas de Néel o de Brown que se pueden a su vez producir. Deducimos que
tanto la anchura del ciclo (coercitividad) como su altura (magnetizacién de saturacién) influiran
en lo eficiente que sea el fendmeno de hipertermia, siendo cada ciclo distinto dependiendo de
las NPs que usemos.

Experimentalmente veremos mas adelante que, en general, a menor tamafio podemos
inducir un menor aumento de temperatura. Entre otras, tendremos las NP GAMMA30 CSIC (y-
Fes0,) de gran tamafio dinamico (cercano a los 30 nm), lo cual implicara una fuerte reaccion al
campo externo pero una estabilidad mucho menor; al contrario que las maghemitas GAMMA20
(cuyo tamano promedio es ligeramente superior a los 20 nm), de las cuales podemos esperar
gue sean estables durante largos periodos de tiempo y que no permitan obtener un aumento
de temperatura tan elevado como las anteriores. La explicacion tedrica ligada a este
comportamiento esta relacionada con la energia de anisotropia, dependiente del volumen, y
por tanto de las dimensiones de las NPs, implicando una variacion en la potencia de
calentamiento.



Hemos introducido previamente los limites con los que se podria realizar un uso en
humanos, de modo que podamos descartar ciertos valores para nuestros parametros. Citando
de nuevo a la OMS [1], nos hallariamos ante campos magnéticos de frecuencia intermedia
(trabajamos con campos del orden de 100 kHz), delimitados entre 300 Hz y 10 MHz. En este caso
y para miembros del publico, se establece un limite recomendado de la intensidad de campo
magnético de 40 mT que sube hasta 200 mT para personal expuesto, y siendo 2 T el valor
maximo a no exceder en ningln caso (la experimentacion se lleva a cabo con valores de hasta
100 mT en laboratorio).

Al tener que valorar la efectividad de las distintas muestras, todo este procedimiento ha
de ser cuantificado en algin parametro que podamos obtener empiricamente, de manera que
puedan ser catalogadas segln su comportamiento al variar los parametros sobre los que
tenemos control (recordemos, concentracidn, frecuencia e intensidad del campo) dentro de los
limites fisioldgicos. El parametro serd el Specific Absorption Rate o SAR (tasa de absorcion
especifica en castellano), medido en vatios por gramo de NPs magnéticas (W/gnpart.) Y que
definimos tal que:
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Donde a su vez definimos C,,(H,0) como el calor especifico del agua (en este caso es el
disolvente), Myanoparticulas 12 Masa de las NPs magnéticas presentes en la solucion, mqsq la
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temporal de la diferencia de temperatura que existe entre nuestra muestra y un mismo volumen
de agua que usaremos como testigo con respecto del tiempo que mantenemos aplicado el
campo magnético externo. Ademas, podemos simplificar el calculo gracias a una aproximacion
de la concentracién de nuestras NPs:
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Todo lo descrito anteriormente conforma el encuadre tedrico de la primera fase de la
investigacion. Como bien hemos precisado con anterioridad, resulta vital simplificar la
complejidad del problema para abordarlo convenientemente, por lo que a lo largo del curso se
ha trabajado en este marco. Si bien queda aun un largo camino por recorrer para llegar a un
resultado final, hasta aqui llega mi ayuda en el desarrollo del proyecto.



3. Objetivos

El objetivo general de este proyecto es el desarrollo de una nueva técnica de hipertermia
magnética local intracelular, es decir la destruccién de células tumorales de un paciente
mediante una actuacién local en partes concretas del interior de la célula. Dicha destruccion se
pretende que ocurra por apoptosis ocasionada por la falta de respiracién mitocondrial, que serd
la parte que tratamos de anular mediante el ya citado aumento de temperatura. Como hemos
apuntado arriba la viabilidad de esta técnica pasa por encontrar NPs de éxido de hierro (lll) con
una alta potencia de calentamiento.

Consecuentemente, el objetivo concreto de este TFG es la optimizacion de las
condiciones y pardmetros del campo magnético para lograr el mayor calentamiento posible
gracias a las NPs. Para ello se utilizaran diversas muestras de NPs de éxido de hierro, propias o
elaboradas por otros laboratorios o centros de investigacién con los que existe una
colaboracion.



4. Plan de trabajo

Para situar este trabajo en el contexto del proyecto global, seria conveniente destacar
algunos aspectos importantes a tener en cuenta. Al tratarse de una terapia a nivel local, que se
basa en la consecucién de gradientes temperatura localizados en el interior de la célula, resulta
imprescindible realizar un mapeo de la temperatura celular, para poder determinar dicho
gradiente. En nuestro caso, el mapeo se realiza mediante una tecnologia de nanotermometria
fluorescente que utiliza elementos lantanidos luminiscentes (europio Eu y samario Sm), cuya
intensidad de emisién varia con la temperatura, como sondas termométricas [11]. Estos
elementos se introducen por pares en las NPs durante el procedimiento de sintesis. Su emisién
se activa mediante excitacion con radiacidn ultravioleta/visible y presenta una dependencia con
la temperatura diferente para cada lantanido. En el caso del par Eu/Sm, el espectro de emision
presenta picos con maximos a 610 nm y 645 nm respectivamente cuya intensidad varia en
diferente grado con la temperatura, de forma que el cociente de estas intensidades, A, esta
directamente relacionado con la temperatura absoluta mediante una curva de calibrado de A
sobre T. El mapeo de la temperatura en células en las que previamente se han internalizado las
NPs luminiscentes se realiza mediante un sencillo montaje de microscopio de fluorescencia
equipado con un divisor de haz que capta en una cdmara las imagenes equivalentes de emision
de cada lantdnido y las transforma en imagenes de temperatura una vez aplicada la ecuacion de
calibrado pixel a pixel.
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Fig. 4: Gradiente de temperatura medido en una célula mediante termometria fluorescente [11].

La muestra inicial de NPs requiere de manipulacién, elaborando asi otra muestra a partir
de ella con una determinada concentracién (que es uno de nuestros parametros). A raiz de ahi,
debemos estudiar su respuesta a campos magnéticos oscilantes, con una determinada
frecuencia e intensidad que son parametros que debemos ir variando. Con ello podremos ver
cuan efectivas son a la hora de calentar un volumen de agua. No obstante, debemos considerar
gue esta es una etapa preliminar y que un sistema bioldgico es mas complicado y requiere un
salto de complejidad no trivial. En efecto, el uso clinico implica ciertos limites fisicos (frecuencias,
concentraciones y campos magnéticos no dafiinos para el cuerpo humano), pero también
consideraciones fisioldgicas durante la eliminacidon del tumor mediante hipertermia, como
prevenir el sobrecalentamiento de los tejidos circundantes causando dafios en las partes sanas.



Nuestro trabajo en el laboratorio se concentra en la bldsqueda de los parametros
idoneos en la muestra que maximicen el gradiente de temperatura que podemos inducir, los
cuales dependen de la naturaleza de las NPs, pero sin comprometer su estabilidad en el medio
bioldgico. Una vez conseguido todo ello, el siguiente escalén seria medir la temperatura a la que
necesitamos llegar para atacar las mitocondrias y provocar asi la apoptosis de las células
tumorales. El siguiente paso seria la realizacidn de ensayos in vivo en animales y, finalmente los
ensayos clinicos con pacientes, algo que requiere de mucho tiempo.

El proceso de investigacidn es largo, por lo que desde el principio he sido consciente de
incorporarme a una tarea de investigacién ya iniciada, y que continuara después de la fecha de
publicacion de esta memoria.



5. Experimental

5.1 Métodos

Debemos primero precisar que los procesos detallados a lo largo de todo este bloque se
repiten para cada una de las distintas muestras, por lo que se trata de un método de clasificacién
a seguir y reiniciar cada vez que descartamos una de ellas. Esta evaluacién de su eficiencia es
meramente técnica, en cuanto a la aplicacidon biomédica quedan tareas a resolver como es la
seleccion de células cuya muerte queremos provocar [12].

En este trabajo se han utilizado tres muestras de éxido de hierro con caracteristicas
diferentes: 1) La muestra GAMMA20 consiste en nanoparticulas de y-Fe,O3 con un tamafio
medio de unos 20 nm, que tienen una coercitividad muy baja; 2) la muestra GAMMA30 consiste
en nanoparticulas de y-Fe,03 con un tamafio medio de unos 30 nm, con una coercitividad algo
mayor que las anteriores; 3) la muestra EPSILON-Ga consiste en nanoparticulas de e-Fe;0s3 con
un tamafio medio de unos 25 nm y una coercitividad gigante. La notacién corresponde a las
diferentes combinaciones posibles FexO, del 6xido de hierro, siendo la maghemita denotada por
Y y caracterizada por poseer una estructura cubica; asi como la € por ser ortorrémbica [13]. En
cuanto a la magnetizacién de saturacién, es mayor para las GAMMA que para las EPSILON. Los
métodos de obtencidn de las muestras se describen brevemente a continuacion:

- GAMMAZ20. Esta muestra se prepard siguiendo un método que consiste,
brevemente, en la precipitacion de una mezcla de cloruros de hierro (ll) y hierro (lll) en
proporcién 1:2, seguida de un proceso de “Oswald ripening” mediante tratamiento hidrotermal
a 1209C durante 24h. El precipitado es tratado posteriormente con una disolucién de HNO; 2M
durante 2h para conseguir aumentar las cargas superficiales, y finalmente se redispersa en agua
[14].

- GAMMA30. Esta muestra se prepare mediante el procedimiento denominado
de precipitacion oxidativa. Resumidamente, una disolucién de FeSO, se afiade con rapidez a una
disolucién mezcla de agua y etanol (8:10) de NaOH 0.125M que contiene 0.06 mol/L de KNOs,
en atmodsfera de nitréogeno. Los lodos se colocan en un bafio a 902C y después de agitar durante
15 min, se mantienen durante 24h mas. Finalmente, las nanoparticulas se filtran y se tratan con
una disolucién de HNOs 2M durante 2h, se filtran y se redispersan en agua [15].

- EPSILON-Ga. Estas nanoparticulas se prepararon por un procedimiento de sol-
gel. Brevemente, una disolucion acuosa de Fe(NOs); 0.38M y Ga(NOs); 0.12M se mezcla con una
disolucién de amoniaco 5M seguida por la adicion de tetraetoxisilano para alcanzar una
proporcion final de Si/(Fe+Ga) de 1.5:1, y se agita magnéticamente durante 15min. El
precipitado se calienta al aire a 11002C durante 4h y posteriormente se disuelve la capa de silice
que rodea las nanoparticulas mediante tratamiento con NaOH a 602C durante 24h. Las
nanoparticulas resultantes se redispersan en agua y se estabilizan mediante adicién de hidréxido
de tetrametilamonio para obtener una suspensién estable [16].

10



Para un analisis exhaustivo de cdmo medimos el cociente la variacion de la diferencia de
temperatura entre muestra y testigo puede consultarse el anexo 10.1, siendo éste un manual
de medidas realizado con el Unico propdsito de facilitar la manipulacidon del montaje a alguien
ajeno al proyecto (del mismo modo que se me ensefié a mi en un principio).

Una parte de las medidas realizadas no se han incluido entre los resultados al carecer
de relevancia. Este es el caso, por ejemplo, del CSIC 2b, con una concentracion de 1 mg/mLy
testeado con un campo magnético de intensidad variable (de 11 a 71 mT en saltos de 10) con
una frecuencia de 42 kHz. Dicha muestra presentaba por un lado valores del SAR para nada
elevados y por otra parte precipitaba en escasos minutos, no suponiendo ningun avance.

5.2 Equipo

Para llevar a cabo la recogida de datos y posterior calculo del SAR, contamos con un
montaje que nos permite por un lado modificar pardmetros de entrada que afectaran al campo
magnético que estamos empleando para generar las pérdidas en la solucion de agua con NPs en
suspension; pero también recoger la variacion de temperatura que se obtiene.

Un esquema del instrumento para la aplicacion de campos magnéticos alternos a
suspensiones acuosas de nanoparticulas se presenta en la Fig. 5.

R
- =l
+
) L[}
;ﬁ g H
generador amplificador transformador

Fig. 5: Diagrama electrdnico del circuito empleado.

Al tratarse de un campo magnético AC, los principales pardmetros que querremos
modificar serdn su intensidad y su frecuencia. Para ello, contamos inicialmente con un
generador de onda unido a un amplificador. La onda generada y amplificada puede verse en la
pantalla de un osciloscopio, que tendrd mas elementos de entrada que detallaremos mas
adelante. Dicha onda, sefial con el voltaje deseado y la maxima intensidad posible, es conducida
hasta un transformador conectado al circuito RLC que consiste en un bobinado de cables de baja
inductancia en torno a bloques de ferrita (Fig. 6) y un sistema de condensadores en serie de
modo que podemos modificar el valor de la capacidad. Entre los bloques de ferrita debe existir
un pequefio hueco (aproximadamente 1 cm) de modo que podamos colocar dos pequefas
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cubetas: una con nuestra muestra a medir y otra como testigo. Con el fin de minimizar los
efectos de transmisién térmica que falsearian los resultados, y puesto que solo queremos
induccion, empleamos cinta aislante térmica en las zonas de contacto.

Fig. 6: Imdn del sistema que permite la aplicacion del campo magnético AC.

La onda inicialmente generada nos permite obtener el campo magnético deseado y cuya
intensidad podemos modificar. El hecho de poder modificar también la capacidad del sistema
RLC nos permite a su vez una variacion de su frecuencia, apreciable en el osciloscopio. Para
conocer con precision la intensidad de campo magnético, conectamos un medidor de campo
magnético a este ultimo y al iman. Como ademas se producen cambios de temperatura del
orden de la decena de grados Celsius, resulta vital volver a un valor “ambiente”: dispondremos
también de un sistema de ventilacidén que permita disminuir la temperatura tanto del iman como
de las cubetas entre dos medidas.

El dltimo bloque es el correspondiente a la obtencidn de la temperatura en funcién del
tiempo de exposicidon al campo magnético. Emplearemos un sistema consistente en delgadas
fibras dpticas conductoras con un cabezal sensor semiconductor que mide diferencias de
potencial en el interior del fluido en el que se sumerge (en este caso las dos cubetas). La fibra
estd unida a un medidor que, a valores de potencial determinados, asocia una temperatura de
la muestra con una precisién de una décima de grado Celsius. Todo esto ha de ser conectado a
un ordenador, en el cual tenemos un software que muestra por pantalla la evolucién de la
temperatura tanto de la muestra como del testigo, y que nos permite almacenar en un fichero
toda esta informacion.
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6. Analisis de resultados

Disponemos a continuacidon de un compendio de ciertas muestras que resultan
significativas de los problemas o aciertos que podemos tener a lo largo de la investigacién. Al
tratarse de una serie muy extensa de datos, resultaria contraproducente y carente de sentido el
incluir todos los resultados en tablas: a efectos prdcticos nos interesa el ya nombrado SAR para
clasificar la eficiencia de cada una de las muestras. Informacién mas detallada sobre los
resultados experimentales se incluye en el anexo 10.2.

Un parametro relevante de una muestra sintetizada es también su estabilidad, es decir,
su capacidad para no precipitar. Dicho pardmetro puede ser evaluado al medir el tamafio
dindamico de las NPs (es decir, la suma de su tamafio y el de su capa de difusion) en la muestra
varias veces: cuanto menor sea la variaciéon a lo largo del tiempo en la medida mas estabilidad
se asegura. Sera un proceso llevado a cabo antes de las medidas que detallamos a continuacién,
clasificadas de menor a mayor coercitividad.

6.1 GAMMAZ20

La muestra GAMMAZ20 es relativamente antigua, y, aun habiendo sido elaborada hace
meses, se mantiene muy estable en el tiempo debido a un tamario de las NPs cercano a los 20
nm, siendo poco interactuantes entre si. La coercitividad estd entre los 50 y los 100 Oe, la
magnetizacion de saturacion alcanza los 76 emu/g(Fe,0s). Podemos por tanto seguir trabajando
con muestras obtenidas a partir de ella, aunque todavia no se han conseguido unos parametros
que lleven a una eficiencia alta. El término uncoated es empleado para denotar un
procedimiento similar al del modo de abordar el CSIC 2b GMP169, es decir, sin afadir capa
externa y trabajando con una dilucién de la muestra directamente, de modo que podemos
analizar si las condiciones son las adecuadas o por lo contrario debemos seguir jugando con los
parametros fijados que clasificamos (y clasificaremos de ahora en adelante) en la tabla siguiente:

Nombre Concentracion Frecuencia
GAMMA uncoated 008 7 mg/mL 42 kHz

Los valores del SAR vienen clasificados en la Fig. 7 en funcién de la intensidad de campo
magnético aplicada.
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Fig. 7: SAR en funcion del campo magnético para gamma uncoated, a 7 mg/mL y 42 kHz.

El comportamiento aqui parece privilegiar unas ciertas intensidades, mostrando lo que
tal vez podria ser una variacién del mecanismo de hipertermia (recordemos, de Néel o de
Brown), aunque no podemos afirmarlo rotundamente puesto que hay otros parametros en
juego. Siendo criticos, la concentracion es alta y los saltos de temperatura (y por tanto el SAR)
no lo suficientemente grandes como para mostrar un avance significativo. Topamos con el
dilema que surge del equilibrio estabilidad-eficiencia a la hora de realizar las muestras y por
tanto podemos seguir trabajando con esta muestra a la espera de alguna novedad. Es un claro
ejemplo de una muestra que no pone problemas en cuanto a estabilidad se refiere, pero de
eficacia no lo suficientemente alta como para que pueda resultar interesante.

6.2 GAMMAS30

Se trata de la primera muestra a partir de la cual medi en laboratorio de manera
auténoma ya que con objeto de poner a punto el equipo, se utilizaron muestras ya
caracterizadas anteriormente. Corresponde a una segunda generacion de NPs de gran tamafio
(cercanas a los 30 nm), cuya estabilidad se ha ido mejorando con respecto a la muestra inicial
CSIC a. Los valores de coercitividad y magnetizacion de saturacidon son similares a los de
GAMMA?20. Ademas, es la medida detallada del anexo 10.2 en el cual mostramos todas las
graficas que se llevan a cabo para la obtencién del SAR.

Tras la elaboracién de una primera muestra detallada en el bloque experimental, los
siguientes parametros quedaban fijados:

Nombre Concentracion Frecuencia
CSIC 2b 6.9 mg/mL 100 kHz
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Las medidas se toman entre 20 y 58 mT en saltos de aproximadamente 10, siendo que
en ocasiones no podemos pasar un cierto valor de la intensidad por los limites del propio
montaje. Las medidas del SAR que se obtienen quedan representadas en el siguiente grafico:
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Fig. 8: SAR en funcién del campo magnético para CSIC 2b, a 6.9 mg/mL y 100 kHz.

Podemos observar una tendencia similar a partir de los 30 mT, que ademas verifica el
patrén general de comportamiento esperado en forma parabdlica. Dicha tendencia viene
acompafiada por la no respuesta aparente a menor intensidad de campo magnético, algo
habitual también en el resto de las medidas que haremos. Se podrian realizar otra clase de
medidas variando la frecuencia para campos magnéticos fijos de modo que se pueda privilegiar
un mecanismo de Néel o de Brown y que nos permita caracterizar de manera mas precisa la
muestra.

Pese a mostrar una tasa de absorcion especifica muy alta probablemente debido a su
relativamente alta concentracion, descartaremos la muestra pues esto implica a su vez una alta
facilidad de precipitacidn. Una falta de estabilidad afecta a la reproducibilidad del experimento,
y en este caso requiere de agitacidén ocasionalmente antes de pasar al siguiente valor de la
intensidad del campo magnético. Mas tarde comprobariamos que es la propia muestra la que
tiende a precipitar en cortos periodos de tiempo, por lo que aquellas muestras derivadas de ésta
careceran de interés.

Otra sintesis serd realizada unas semanas mas tarde mediante otro proceso, los
parametros son los siguientes:

Nombre Concentracion Frecuencia
CSIC 2b GMP169 4 mg/mL 73 kHz
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Para los cuales la grafica resultante es tal que:
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Fig. 9: SAR en funcion del campo magnético para CSIC 2b GMP169, a 4 mg/mlL y 73 kHz.

De nuevo podemos destacar la evolucidon similar de la influencia del campo magnético
aplicado y la necesidad de elevar la intensidad de éste pues parece haber un cierto umbral para
cada muestra. Cabe destacar que el procedimiento empleado en este caso a partir de la muestra
original es dilucidn en agua y sin afiadir ni polimeros ni lantanidos para evaluar su respuesta y
poder ser criticos con su eficiencia. Notese también que el valor maximo del SAR es pequefio
con respecto a los resultados en el procedimiento anterior, esperable al bajar la concentracién,
si bien hemos tocado otros parametros como la frecuencia a la cual medimos. Su inestabilidad
terminard por conducirnos a descartarla, siendo este un ejemplo de muestra no interesante a la
hora de trabajar con ella.

6.3 GAMMAZ30 (bis)

De mismo origen y nombre similar que la del primer apartado, pero con una estabilidad
mayor, tenemos la tercera y mejorada version de las NPs del CSIC. Al tratarse de una novedad,
haremos un estudio completo de ella: obtendremos una muestra con una cierta concentracion
inicial (relativamente alta) y procederemos de manera habitual: ver cémo evoluciona el SAR en
funcién de la intensidad de campo magnético externo aplicada. Trabajaremos a continuacion a
la inversa, es decir, fijando la ya nombrada intensidad de campo magnético y obtener el SAR
haciendo variar la frecuencia. Una vez los resultados obtenidos, se pretende ir bajando la
concentracién de la muestra de modo que podamos tener un conocimiento general sobre
nuestra solucién de 6xido de hierro.

En el primero de los casos, los parametros que fijamos son los siguientes:
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Nombre Concentracion Frecuencia
CSIC 2¢ 10 mg/mL 100 kHz

Y el SAR evoluciona de la siguiente manera:
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Fig. 10: SAR en funcidon del campo magnético para CSIC 2¢, a 10 mg/mL y 100 kHz.

La respuesta es, sin lugar a duda, buena, lo mas destacable es la diferencia de
temperatura que generamos entre la muestra y el testigo, puesto que es tan elevada que en
ocasiones tenemos que parar las medidas antes de su duraciéon habitual. Generalmente se
recopilan datos de temperatura durante uno o dos minutos, pero en este caso cortamos a los
30 segundos e incluso menos, ya que un calentamiento demasiado elevado puede conllevar
peligroso para el material de laboratorio. Un ejemplo del enorme salto que estamos
produciendo puede verse en la siguiente grafica:
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Fig. 11: Evolucion temporal de la diferencia de temperatura entre muestra y testigo

correspondiente a CSIC 2c, de concentracion 10 mg/mL y a 100 kHz y 40 mT.
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Los resultados dan pie a seguir con trabajando con esta muestra pues presenta unas
caracteristicas mejores que todas las medidas precedentemente, no obstante, no se puede
obviar que la concentracién es muy alta y deberemos evaluar el comportamiento cuando ésta
disminuya.

Fijamos los parametros de nuevo, esta vez variando la frecuencia para ver la respuesta
de nuestra prometedora muestra:

Nombre Concentracion Intensidad de campo magnético
CSIC 2c 10 mg/mL 40 mT

En esta ocasidn, los SAR vendran dados en funcién de la frecuencia a la que vayamos
midiéndolos, por lo que la grafica no queda como las obtenidas hasta ahora:
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Fig. 12: SAR en funcidn del campo magnético para CSIC 2¢, a 10 mg/mL y 40 mT.

Al tratarse de un estudio de condiciones éptimas para el posterior trabajo con una
muestra, podemos destacar los 19 y 42 kHz, puesto que deducimos que funcionaran incluso de
manera mas eficaz que a 100 kHz, frecuencia a la cual recordemos que teniamos un aumento
muy brusco de temperatura. Aun asi, debemos insistir en realizar medidas con una
concentracién inferior para realmente demostrar que nos hallamos ante una muestra que
permita dar un paso mas en el desarrollo de una terapia oncoldgica.

No obstante, podemos ver ese altibajo del SAR como una anomalia experimental que
debemos tratar de explicar. Clasificando las diferencias de temperatura medidas obtenemos la
grafica comparativa de la figura siguiente.
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Fig. 13: Comparativa de la evolucidn de la diferencia de temperatura de la muestra CSIC 2b a
10 mg/mL y 40 mT. Nétese que se han recortado las medidas pues para medir el SAR basta con
la pendiente en el origen.

Podemos identificar la raiz del problema: pequefias variaciones (ruido) del orden de
0,22C en los primeros segundos desembocan en la obtencién de una descripcion del
comportamiento (bajo forma del SAR) equivocada. Analizando los cambios de manera global
vemos que, de forma general, se cumple que un aumento de frecuencia provoca un mayor
aumento de temperatura (con la excepcién de 63 kHz que parece ser una frecuencia que no
deberia interesarnos).

6.4 EPSILON-Ga

Se trata de una muestra de color anaranjado, color que contrasta con el marrén o negro
habitual, y cuya composicion de las NPs (de tamafio en torno a los 25 nm) viene dada en el
nombre: dxido de hierro dopado con galio. La muestra es, ademds, muy estable en el tiempo. La
diferencia con las NPs GAMMA radica en una coercitividad enorme de mas de 10 kOe, pero con
una magnetizacion de saturacién menor, de 28 emu/g(Gap.ssFe1.5303). Procedemos al igual que
en anteriores ocasiones, denotado por el término uncoated de nuevo. Los parametros que
fijamos son los descritos en la siguiente tabla:

Nombre Concentracion Frecuencia
GaFeO uncoated 3.3 mg/mL 19 kHz

Dejando asi una evolucion del SAR tal que:
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Fig. 14: SAR en funcidon del campo magnético para GaFeO uncoated, a 3.3 mg/mLy 19 kHz.

Por lo que se aprecia un comportamiento similar al obtenido en apartados anteriores:
una respuesta no lo suficientemente elevada para resultar interesante, por lo que nos lleva a
pensar que no son las condiciones dptimas de medida. No obstante, se podria ir variando la
frecuencia de medida (y el campo magnético para cada una de las escogidas) para tratar de
encontrar una reaccion de mayor calibre. Al medir repetidas veces con muestras sintetizadas a
partir de la misma que teniamos inicialmente vemos que la estabilidad seguird sin ser un
problema, pero la excitacion magnética inducida es demasiado leve con los parametros que han
sido elegidos.

Como ya anticipamos al principio, el proceso de investigacién es lento, y a pesar de
encontrarnos ante resultados prometedores, todavia queda mucho por delante. No obstante, y
por motivos de salud publica (algo ajeno, evidentemente) a la Universidad de Zaragoza, mi
contribucion este curso acaba aqui, por lo que sélo queda hacer una valoracién global del
proyecto y sus resultados.
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7. Discusion y conclusiones

Podemos abordar por ultimo las conclusiones que extraemos de las medidas
presentadas anteriormente, y resulta conveniente proceder separadamente.

Por un lado, en cuanto a las NPs GAMMAZ20, tenemos una evidencia de lo descrito en el
preludio tedrico: una baja coercitividad debida a un tamano pequefio que se aproxima al
comportamiento superparamagnético implica unas bajas pérdidas y consecuentemente un bajo
calentamiento. Los valores del SAR no son lo suficientemente elevados para resultar de interés,
si bien existiran unos ciertos parametros que potenciaran al maximo su efectividad. La prioridad
es la viabilidad del fendmeno de hipertermia por lo que estudiar otro tipo de NPs resulta mas
conveniente.

Reforzando la idea que a mayor tamafo podemos producir un mayor calentamiento
tenemos las GAMMAS30, con valores del SAR elevados en comparacion con las anteriores. No
obstante, su alta eficacia a la hora de provocar la hipertermia se ve eclipsada por las eventuales
interacciones entre NPs, lo cual provoca reagrupamientos de estas y posteriores precipitados de
la muestra. Como tenemos coexistencia de los mecanismos de Néel y de Brown, debemos
considerar la tendencia general: tenemos SAR mas elevados a medida que aumentamos la
frecuencia, y al aumentar la frecuencia se producen mas pérdidas de Néel, por lo que en este
caso este fendmeno se muestra mas eficiente. Se tratan sin duda de prometedores resultados
puestos en jaque por este problema de estabilidad. No obstante, se efectian progresos en los
procesos de sintesis que podrian conducir a muestras de mayor eficacia con el paso del tiempo.
La reaccion a la modificacion de parametros (frecuencia e intensidad de campo magnético) no
ha sido completamente catalogada por falta de tiempo, pero parece indicar que se esta logrando
una mejoria de las condiciones. Con las pocas medidas que tenemos, la muestra CSIC 2c resulta,
al menos, digna de continuar siendo estudiada en bisqueda de una combinacién de pardmetros
Optima.

Como bien hemos precisado precedentemente, el dopaje en las NPs EPSILON-Ga implica
una alta (e inesperada para un éxido de hierro) coercitividad a temperatura ambiente, y
deberiamos hallar grandes saltos de temperatura gracias a ellas. No obstante, un valor tan
elevado solamente permite pérdidas de Brown mediante rotacidn de las NPs, puesto que no
disponemos de un campo magnético aplicado lo suficientemente elevado como para poder
producir una rotacién del momento magnético. Deberiamos por lo tanto emplear frecuencias
mas bajas, adecuadas a un tiempo de relajacién de Brown (mayor que el de Néel). Los datos que
se obtienen muestran una frecuencia que arroja resultados pobres en cuanto a hipertermia, lo
cual nos conduce a descartar ciertos rangos poco efectivos. De nuevo, mas medidas resultan
necesarias para unas condiciones adecuadas en las cuales se pueda manifestar su teéricamente
alta capacidad de calentamiento.
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En linea general, la variacién de parametros ofrece tal amplitud de posibilidades que se
necesita de mas tiempo para poder realizar una clasificacion de la reaccidon de nuestras NPs. Se
han realizado, no obstante, descartes a lo largo del afio tanto de muestras como de rangos de
frecuencias para algunas muestras, condiciones en las cuales la posibilidad de producir
hipertermia queda en entredicho.

Finalmente, el contraste entre la enormemente superior coercitividad y menor
magnetizacion de saturacién de las EPSILON-Ga en comparacién con las GAMMA nos obliga a
plantear cual de los caminos resulta mas interesante para seguir con la investigacién. El ciclo de
histéresis sera de mayor area para las primeras NPs, pero con nuestro equipo de laboratorio
resulta dificil de explotar, aunque el hecho que solamente se produzca un mecanismo de
calentamiento puede aprovecharse para una seleccion intencionada en un futuro. No obstante,
en términos de hipertermia, las GAMMA30 resultan mas eficientes con los resultados obtenidos
hasta ahora, y aun deben ser estudiadas con mayor profundidad.
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8. Epilogo

Alo largo de mi estancia, se ha continuado con las medidas en el primer escalén de todo
un desarrollo que estd por venir. Precedentemente se habia conseguido evidenciar el efecto de
termometria fluorescente y ahora se trata de inducir un salto de temperatura, tarea que parece
estar cerca de su finalizacion.

Se trata sin lugar a duda de un proyecto innovador que propone una solucién a un
problema actual a través del método cientifico. La tarea que queda por delante es enorme, pero
se puede apreciar una evolucidn positiva que culmina el curso con ciertos indicios de estar en el
buen camino, si bien hay que ser consciente de los saltos de complejidad que quedan por
abordar. La ultima muestra con la que hemos trabajado es, a falta de mucho testeo por realizar,
prometedora; y parece indicar que podria ser el inicio de otra etapa de la investigacion. Hallando
una concentracion baja a la cual siguiese mostrandose eficiente tendriamos el primer paso dado
y podriamos trabajar en la calibracién de dicha muestra, de modo que tendriamos nuestro
termémetro a escala celular. Podria pasarse entonces a una investigacion mas intensiva
cambiando el agua por un cultivo bioldgico en el que tratariamos de ver cémo de elevado tiene
gue ser el gradiente de temperatura para poder destruir la mitocondria de una célula tumoral,
y por tanto conseguir la apoptosis de dicha célula. Podemos intuir que las complicaciones serian
diversas y relacionadas con el comportamiento mucho mads imprevisible del sistema bioldgico
con respecto a una simple solucidn en agua.

A pesar de dar cierta sensacién de falta de conclusion, se trata de una aplicacién del
método cientifico que me ha permitido trabajar a un mayor grado de complejidad que al que he
estado sometido previamente, puesto que los posibles caminos de investigacion son muy
amplios y existen multitud de pardmetros y fuentes de error que controlar. Ademas, dicha falta
de conclusidn tiene su origen justamente en la complejidad de la tarea sobre la cual se estd
investigando, puesto que como ya podiamos anticipar, esto no concluye simultdneamente con
el final del curso académico.
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10. Anexos

10.1 Manual de medidas

MEDIDA DE LA REACCION DE UNA MUESTRA A LA
APLICACION DE CAMPO MAGNETICO EXTERNO

Por Nicolas Aranda

Fig 10.1.1: Vista general del montaje.
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PREPARACION Y ENCENDIDO

Lo primero es encender todo el equipo: conectar a las tomas de corriente, encender el
osciloscopio, el medidor de campo magnético, la fuente de alimentacion y comprobar que el
amplificador esta correctamente conectado y que el ventilador puede encenderse y apagarse.
Ademas, dejamos la fuente de alimentacidn apagada ya que querremos aplicar campo magnético
solo en unos determinados instantes de tiempo.

En dos cubetas pondremos un mismo volumen de la muestra a testear y de agua destilada (que
jugara el papel de testigo). Colocamos ademas los termdmetros dpticos en ambas e iniciamos el
programa que nos permite tomar los datos de la temperatura a lo largo del tiempo (OptiLink Pro).

Q optiLink Pro
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Fig 10.1.2: Panel principal del programa de medida.

Es necesario pulsar en “Save as...” y darle un nombre al archivo en el cual vamos a guardar los
datos. Ademas, podemos hacer aparecer los valores de la temperatura en grande gracias a los
botones “Chart” y “Digital”, abriéndose una ventana como la siguiente tras pulsar en “Start™:
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Fig 10.1.3: Evolucion de la temperatura.

Por altimo, solemos medir a una frecuencia fija para distintos valores del campo magnético, por
tanto, debemos fijar dicha frecuencia. Esto se consigue con el sistema de condensadores que
tenemos junto al circuito de induccién. Primero debemos seleccionar un condensador al cual fijar
la pinza y el cable (con un destornillador) que dan al campo magnético y al amplificador
respectivamente. Una vez dicha posicion escogida, necesitaremos ajustar dicha frecuencia como
la frecuencia de resonancia del circuito: en el amplificador subiremos el valor del campo
magnético a un valor arbitrario, pero suficientemente elevado, y mirando el osciloscopio a la vez
que modificando la frecuencia de operacion del amplificador, conseguir el maximo en el canal
azul, pero ademas, que el periodo de esta onda representada sea el mismo que el de la onda del
canal rojo (correspondiente a la fuente de alimentacion), de no ser asi se ve claramente que no
trabajamos con una frecuencia estable.

El ultimo paso sera seleccionar el campo magnético con el que deseemos tomar la primera medida
gracias al amplificador. N6tese que en el medidor de campo magnético aparece un valor atenuado
de B en un factor 10, es decir, si tenemos 1.5 mT en la lectura, estamos aplicando 15 mT en
realidad.

Colocando las dos cubetas en el hueco del circuito estaremos listos para medir.

MEDICION

Comenzaremos por esperar a que la temperatura se estabilice viendo en la gréafica de la fig. 3 dos
lineas aproximadamente constantes. Es notable que requiere de encender el ventilador y luego
apagarlo esperando llegar a un cierto equilibrio, ademas, repetiremos este proceso después de
cada medicion puesto que, a pesar de las capas de cinta aislante, sigue habiendo calentamiento y
conduccion térmica en el circuito y entre las muestras.

Las medidas se toman de la manera siguiente:
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v (kHz) B (mT) t
100 20 16:31-16:33
100 30 16:39-16:41

Fig 10.1.4: Tabla para anotar medidas

Es decir, entendemos que estamos midiendo a 100kHz como resultado del ajuste de los
condensadores, y que nuestra primera medicion se ha realizado encendiendo la fuente de
alimentacion a las 16:31:01 y apagado a las 16:33:00 (que con un valor de la temperatura cada
0.5 segundos nos daréa 240 puntos). El tiempo de medida es variable, y elegido a nuestro juicio
segun como de rapido se esté calentando la muestra. Es recomendable usar el reloj de Windows
situado en la esquina inferior derecha porque simplifica el proceso de seleccion de datos posterior.

Una vez la medida realizada, quitamos la muestra y el agua del circuito, conectamos el ventilador,
subimos el campo magnético al siguiente valor deseado, que anotamos en la tabla, y esperamos a
que el circuito y las cubetas se enfrien. Después, repetimos.

Al terminar, bastara con pulsar el boton “Stop” en la ventana principal (Fig. 10.1.2) y recoger los
datos.

ANALISIS DE DATOS

Los datos se guardan en un fichero de texto, basta con pasarlos a cualquier programa de
tratamiento de datos (técnicamente Excel nos puede valer, aungque se recomienda Origin o
MatLab).

Lo primero que queremos obtener es la diferencia de temperatura entre las muestras en funcion
del tiempo. Buscamos en nuestra tabla los valores correspondientes a los tiempos en los que
hemos encendido la fuente de alimentacion (de ahi que los hayamos apuntado previamente). Se
puede calcular con la férmula siguiente:

AT = Tsintesis(t) — Tsintesis(t = 0) — (Tagua(t) - Tagua(t =0)

Donde hemos considerado la temperatura de la muestra y del agua como variable en el tiempo, y
tomando como referencia t=0 el momento en el que se enciende la fuente (distinto por tanto para
cada valor del campo magnético). Deberia quedar algo asi:
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Fig. 10.1.5: Evolucion de la diferencia de temperatura correspondiente a la muestra CSIC 2b, a
6.9 mg/mL, 100 kHz y 31 mT.

Por altimo, queremos calcular el SAR (Specific Absorption Rate), de modo que tenemos:

Cp(H20) * Myoer, AT Cp(H0) AT
SAR = ( V&) = ——)(5); enW/g(Fe302)
Mpe,0, At Cre,0, ~ At >

Donde Cr es el calor especifico del agua y Cre203 la concentracion en particulas magnéticas, dicho
valor es aproximadamente el cociente entre masa de dichas particulas y masa del volumen de la
muestra.

Para obtenerlo, utilizamos el codigo siguiente:

[FileName,PathMName] = uvigetfile('*.xlsx', ' Select the excel file');
| Exprofile = xlsread([PathName "\' FileMName]);

t=Exprofile(:,1)"; T=Exprofile(:,2)";

plot(t, T, "o')

ylabel(' ' Temperature difference, C');

| xlabel( 'time, s");

Ib = polyfit(t, T, 2)

|k=b(1,2)

hold on

y=b(1,1)*t."2+k*t + b(1, 3);

plot(t, v, 'g', 'LineWidth',3)

C H20 = 4.18; % the specific capacity of water, J/(g*C)
c_Fe203 = 14E-3; % the concentration of the sample (g/ml)
SAR = C_H20%k/c_Fe203

Fig. 10.1.6: Codigo para calcular el SAR en MatLab.

Introduciéndolo en MatLab, nos permite aproximar la curva que describe la Fig. 10.1.5 a un
polinomio de grado 2 que emplearemos para aproximar el cociente (j—:). Notese que hay que
cambiar el valor de la variable c_Fe203 segun la concentracién de la muestra.
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9.2 Medidas completas para CSIC 2b

Como bien hemos visto anteriormente, los parametros fijados eran los siguientes:

Nombre Concentracion Frecuencia
CSIC 2b 6.9 mg/mL 100 kHz

La evolucién con respecto del campo magnético que aplicamos podrd verse en la grafica
de evoluciones de la diferencia de temperatura que tenemos a continuacion:
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Fig. 10.2.1: Comparativa de la evolucion de la diferencia de temperatura de la muestra CSIC 2b
a 6.9 mg/mlL y 100 kHz. Nétese que se han recortado las medidas pues para medir el SAR basta
con la pendiente en el origen.

En este caso, podemos observar como inicialmente el calentamiento es mas rapido
seglin aumentamos la intensidad del campo magnético externo. No obstante, también se debe
apreciar un comportamiento extrafio de la muestra al frenarse la curva de evolucién de la
temperatura para valores altos de B. Tras evaluar la aproximacion del crecimiento a una
parabola para calcular el SAR mediante MatLab (consultar anexo 10.1), tenemos los valores
siguientes:

C (mg/mL) v (kHz) B (mT) SAR (W/g)
6,9 100 20 4,8
6,9 100 31 61,2
6,9 100 40 76,3
6,9 100 50 105,3
6,9 100 58 167,2

Fig. 10.2.2: Medidas experimentales del SAR de la muestra CSIC 2b a 6.9 mg/mL y 100 kHz.
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Clasificados graficamente obtenemos el resultado final presentado tanto en el apartado

6.2 como a continuacion:
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Fig. 10.2.3: SAR en funcién del campo magnético para CSIC 2b, a 6.9 mg/mL y 100 kHz.

De este modo concluyen las medidas correspondientes a dicha muestra, proceso a
repetir por tanto en cada ocasion.
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