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Resumen. En el presente trabajo se evalia la posibilidad de utilizar
nanomateriales magnéticos obtenidos por quimica verde en la fisica médica,
especificamente como materia prima para la hipertermia. Las nanoparticulas
obtenidas corresponden a magnetita (Fe304), cuya fase fue corroborada por
difraccion de rayos X, y han un tamafio de cristal del orden de 14,8 nm, calculado
con la ecuacion de Debye-Scherrer. Las pruebas de calentamiento se realizaron
con un campo inducido por bobina. Las mediciones se realizaron por triplicado a
diferentes frecuencias de campo: 87, 256, 357 y 568 KHz, mientras que los
cambios de temperatura se registraron con una camara térmica FLUKE Ti400 IR
FUSION TECHNOLOGY, permitiendo que las nanoparticulas magnéticas
subieran su temperatura de 3,5 a 39,9 ° C.
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Study of Biosynthesized Magnetite Nanoparticles
with Applications for Hyperthermia

Abstract. In the present work, the possibility of using magnetic nanomaterials
obtained by green chemistry in the medical physics is evaluated, specifically as
raw material for hyperthermia The obtained nanoparticles correspond to
magnetite (FesO4), which phase was corroborated by x-ray diffraction, and have
a crystal size in the order of 14.8nm, calculated with Debye-Scherrer [1]
equation. Heating tests were conducted with a coil induced field. Measurements
were carried out by triplicate at different field frequencies: 87, 256, 357 y 568
KHz, while the temperature changes were registered with a FLUKE Ti400 IR
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FUSION TECHNOLOGY thermal camera, allowing the magnetic nanoparticles
to rise their temperature from 3.5 to 39.9°C.

Keywords: biosynthesis of magnetic nanoparticles, hyperthermia.

1. Introduccion

La nanotecnologia es la ciencia encargada de la sintesis, manipulacion y aplicacion
de materiales que tienen al menos una de sus dimensiones en el orden mencionado (10°
m) [2]. La principal caracteristica de estos materiales, son sus propiedades a menudo
radicalmente distintas de las que presentan en bulk [3], ocasionando un gran interés por
encontrar novedosas aplicaciones en distintas areas, siendo una de las cuales
la medicina.

La aplicacion de nanomateriales en la medicina se divide en tres grupos principales:
prevencion, diagnostico y terapia.

Las nanoparticulas utilizadas para la prevencion y el diagnostico de enfermedades
se reportan con distintas morfologias y tamafios, ya que generalmente sirven como
marcadores de enfermedades especificas, siendo importante el control de estos factores.
Mientras que, para la terapia, lo mas usual es encontrar nanoparticulas capaces de actuar
como sistemas liberadores de farmacos que normalmente tendrian problemas para
acceder al punto exacto donde son necesitados [4], sin embargo, la aplicacion de
materiales magnéticos para hipertermia en tejidos biolégicos como terapia en tumores
es conocida desde hace mas de cuatro décadas [5], tiempo durante el cual se ha
trabajado exhaustivamente in vitro e in vivo probando distintos materiales en varios
tipos de tumores y lineas celulares [6].

Sin embargo, lo novedoso de este trabajo reside en la obtencion de las nanoparticulas
propuestas, ya que se consiguen mediante una biosintesis a partir de cascaras de mango,
lo que usualmente serian desechos. El calentamiento de los materiales magnéticos se
debe a que al alternar la polaridad del campo magnético al que son sometidos, existe
un proceso de reorientacion magnética de los mismos [7], ocasionando un movimiento
mecanico tanto de los espines desapareados del material como de las particulas en si,
generando energia cinética que se transforma en calorifica.

2. Metodologia

Se obtuvieron nanoparticulas de magnetita por sintesis verde empleando extractos
de cascaras de Mangifera indica como agente reductor de una sal precursora de Fe III.
Este tipo de sintesis, generalmente se realizan en una etapa mediante una técnica de
coprecipitacion [8] sin embargo, nosotros realizamos una combinacion de dos métodos:
coprecipitacién y una segunda fase empleando un tratamiento solvotermal, lo cual no
se ha reportado anteriormente.

Inicialmente se obtiene el extracto de las cascaras de Mangifera indica por medio de
una extraccion simple con un sistema de reflujo y filtracion a vacio. Posteriormente, en
un medio basico, se mezcla dicho extracto con cloruro férrico en agitacion constante
durante 3 horas, proceso durante el cual se reduce el hierro (3+) a hierro (2+) en una
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proporcion 2:1, y finalmente, la mezcla se somete a un tratamiento hidrotermal para
favorecer la fase cristalina deseada.

Los materiales obtenidos se caracterizaron por difracciéon de rayos x, utilizando un
equipo PANalytical Modelo Empyrean. Las muestras se corrieron de 10 a 70° en la
escala 20 con un paso angular de 0.02°/s y una fuente de CuKa, con la finalidad de
conocer la fase cristalina del material y calcular el tamafio de los cristales. Para las
pruebas de calentamiento fue necesario el arreglo de una bobina conectada a una fuente
de poder, la cual genera un campo electromagnético inducido.

Este equipo permite variar la frecuencia de este, de este modo, fue posible hacer un
estudio empleando diferentes frecuencias al cambiar los bancos de capacitores de 87,
256, 357 y 568 KHz. Para las mediciones de temperatura, se coloc6 en un tripi una
camara térmica FLUKE Ti400 IR FUSION TECHNOLOGY para evaluar el
calentamiento de las nanoparticulas, realizando todas las mediciones por triplicado para
su correcto uso estadistico.

Por otra parte, se desarrollaron pruebas de viabilidad celular dentro de las
instalaciones del departamento de Ciencias Médicas de la Universidad de Guanajuato,
evaluando la citotoxicidad de las nanoparticulas mediante la disrupcidn membranal que
presentaron [9] sobre la linea celular HEK-293T.

3. Resultados

Los materiales obtenidos se han caracterizado por diferentes técnicas, para este trabajo
en particular se decidid presentar los resultados que nos permitieran conocer su
estructura cristalina, la respuesta al calentamiento, y la primera etapa de las pruebas de
citotoxicidad. En la Figura 1, podemos observar el difractograma de rayos X obtenido
del material magnético sintetizado por rutas verdes, el cual muestra sefiales en 26=18.4,
29.4,35.1, 42.5, 52.8 55.5 y 75.6°, correspondientes a los planos 111, 220, 311, 222,
400, 422 y 511 respectivamente, caracteristicas de magnetita [8], comparados con los
reportados en la base de datos JCPDS tarjeta 85 1433.

De acuerdo con lo cual, confirmamos la identidad de las nanoparticulas, las cuales
muestran mayormente una estructura cristalina perteneciente al grupo de espinela
inversa, sin embargo, existen sefiales mas débiles que indican la presencia de otras fases
cristalinas de 6xidos de hierro, lo cual se debe, a que como esta ampliamente reportado
en la literatura [10, 11, 12], la magnetita, presenta una estructura metaestable, y al ser
expuesta a laseres de alta intensidad en pruebas como rayos X y raman o simplemente
al oxigeno del aire, tiende a oxidarse facilmente, presentando sefales de distintas fases
de oxidos de hierro, principalmente hematita.

Posteriormente, con la ecuacion de Debye- Scherrer, se calcul6 el tamafio promedio
del cristal del material, resultando en 14.8 nm.

Por otra parte, en la Tabla 1, se muestran los resultados obtenidos del promedio de
las temperaturas de las pruebas del calentamiento de las nanoparticulas de magnetita,
mostrando una relacion con la frecuencia del campo aplicado: a mayor frecuencia
menor calentamiento, lo cual corresponde con lo esperado debido a los efectos de
relajacion magnética, ya que si los dominios magnéticos de las nanoparticulas se
alinean en periodos de tiempo muy cortos (frecuencias mas pequefias) el movimiento
que sufren es mayor, por lo que la temperatura se eleva mas, y por el contrario, al ser
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Fig. 1. Difractograma de rayos x de las nanoparticulas magnéticas obtenidas por sintesis verde.

Tabla 1. Diferencia de temperaturas de las nanoparticulas de magnetita al ser expuestas a
distintas frecuencias de un campo magnético

Frecuencia del campo inducido

[KHz] 87 256 357 568

AT [°C] 39.9 13 7.8 3.5

afectadas por un campo inducido de mayores frecuencias, cuenta con tiempos mas
largos para alinearse al campo magnético inducido, produciendo un incremento de la
temperatura mucho menor.

La temperatura basal de las nanoparticulas para esta prueba fue de 22.4°C en
promedio. Es importante sefialar que estas primeras mediciones se realizaron en un
medio seco, por lo que valdria la pena llevar a cabo estas mismas mediciones en un
medio acuoso que nos permita simular las condiciones intra e inter celulares en las que
las nanoparticulas de magnetita estarian expuestas para predecir de forma mas efectiva
la respuesta de las mismas en los tratamientos de hipertermia.

En el procedimiento de viabilidad celular, se reporta el nimero de células viables
(vivas) de acuerdo con la integridad de su membrana: las células se exponen al estimulo
y posteriormente se realiza una tincién con azul de tripano, ya que es indispensable para
diferenciar las células muertas (con disrupcion membranal).

Las Figuras 2 y 3 muestran las células embrionarias de rinén humano 293, conocidas
como linea celular HEK-293T, en distintas etapas de desarrollo que se emplearon en
estas pruebas. Las células embrionarias de rifion son adherentes, esto significa que para
poder llevar a cabo las funciones celulares vitales necesitan estar adheridas en
una superficie.
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Fig. 3. Células HEK 293 adheridas.
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Fig. 4. Resultados de viabilidad celular de la linea HEK-291T expuestas a distintas

concentraciones de NPs de magnetita.
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En una primera etapa, se trabajo con su reproduccion y estabilizacion, para continuar
con las pruebas de viabilidad con el método explicado anteriormente, el cual se llevo a
cabo en 3 experimentos independientes por triplicado para asegura su
validez estadistica.

La Figura 2, muestra las células después de descongelarlas, de una temperatura de
80°C a 37°C, en la Figura 3, se observan las mismas células 72 horas después, en
condiciones de 37°C y con un flujo de dioxido de carbono del 5% adheridas sobre la
superficie, en forma de monocapa, las cuales se expusieron a las nanoparticulas en
concentraciones de 10, 25 y 50 mg/mL.

Los resultados se muestran en la Figura 4, donde se puede apreciar que aun para la
concentracion mas baja (10 mg/mL), la viabilidad celular disminuye entre un 35 y 40%,
indicando que la citotoxicidad de las nanoparticulas obtenidas con el método aqui
propuesto resulta significativa en células embrionarias de rifidn.

Es importante mencionar, que no existe una diferencia significativa en la
citotoxicidad que muestran las NPs de magnetita a las diferentes concentraciones
estudiadas, por lo que se sugieren mayores estudios de citotoxicidad en distintas lineas
celulares para determinar la viabilidad de la utilizaciéon de estos materiales en
tratamientos de hipertermia.

4. Conclusiones

Las nanoparticulas utilizadas son obtenidas por rutas verdes, lo que supone mayor
sustentabilidad en el proceso de sintesis en caso de que se utilicen de forma rutinaria
para tratamientos de hipertermia, logrando mostrar tamafios de cristal de 14.8 nm, el
cual esta dentro de los rangos reportados [13] para una eficiencia tamafio-calentamiento
util en tratamientos de hipertermia en sistemas bioldgicos.

Al utilizar una frecuencia de 568 KHz en el campo inducido al material, la
temperatura de las nanoparticulas de magnetita aumenta 3.5°C, resultando favorable
para su aplicacion en hipertermia, ya que un aumento en la temperatura de mas de 42°C
produce apoptosis y posteriormente necrosis celular [14], resultando contraproducente
con los resultados deseados. La diferencia de temperaturas registradas con el resto de
las frecuencias varia entre 7.8 hasta 39.9 °C, lo cual no es viable en aplicaciones
médicas, sin embargo, podian ser aplicadas en el area de la electronica.

Los resultados de la prueba de viabilidad celular no son concluyentes, ya que existe
mas de un método para determinar la citotoxicidad de acuerdo con la integridad de
estructuras celulares, actividad metabolica, etc., por lo que se plantea como trabajo
futuro realizar pruebas de proliferacion celular.
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