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Resumen

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo. El tratamiento alternativo de hipertermia magnética consiste
en elevar la temperatura de las células cancerigenas por medio de nanoparticulas magnéticas. En este trabajo se
presenta la sintesis y la caracterizacion de dos ferritas de zinc-calcio (Zn, Ca, Fe, O,y Zn ,Ca FeO,). La
sintesis de estas ferritas se llevo a cabo por el método de sol-gel, con posterior calcinacion a 400 °C. La ferrita
Zn,,Ca, Fe,O, (ZCF050) present6 una magnetizacion de 31.31 emu/g, y la ferrita Zn ,.Ca . Fe,O, (ZCF075),
de 38.30 emu/g. El tamafio de particula promedio fue de 14 nm para la ZCF050 y de 12 nm para la ZCF075.
Adicionalmente, se realizaron pruebas de bioactividad in vitro mediante la inmersion de muestras en un fluido
fisiologico simulado por 21 dias bajo condiciones fisiologicas de pH y temperatura. Se encontré que solo la
ZCFO075 fue bioactiva. La habilidad de calentamiento de las ferritas se evalu6 utilizando un equipo de induccion
magnética en estado sélido. Las condiciones de trabajo fueron las siguientes: un campo magnético de 10.2 kA/m
y una frecuencia de 362 kHz. La ferrita ZCF050 alcanz6 una temperatura de 41.2 °C, utilizando una concentracion

de ferrita/agua de 20 mg/2ml. La ferrita ZCF075 no logro alcanzar los 40 °C. Los resultados obtenidos del analisis
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de la ferrita ZCF050 indicaron que es un material potencial para su uso en tratamientos de cancer por hipertermia
magnética.

Palabras clave: biomateriales, ferritas de zinc y calcio, fluido fisiologico simulado, hipertermia magnética.

Abstract

Cancer is the second cause of death in the world. Magnetic hyperthermia is an alternative treatment which
consists of raising the temperature of cancer cells using magnetic nanoparticles. In this work, the synthesis and
characterization of two calcium-zinc ferrites (Zn , Ca,, Fe,O, y Zn ,.Ca  Fe O,) are presented. These ferrites
were synthesized by sol-gel method, afterwards they were calcined at 400 °C. The saturation magnetization values
were 31.31 and 38.30 emu/g for Zn , Ca  Fe O, (ZCF050) and Zn,Ca ., Fe O, (ZCF075, respectively. The
average particle size was 14 nm for ZCF050 and 12 nm for ZCF075. Additionally, in vitro bioactivity assessment
was performed by immersing samples in simulated body fluid (SBF) for 21 days under physiological conditions
of pH and temperature. Only the ZCFO075 ferrite showed to be bioactive. The heating capacity of ferrites was
evaluated under an appropriate magnetic field using solid state magnetic induction. The working conditions
were the following: A magnetic field of 10.4 KA/m and a frequency of 362 KHz. The ZCF050 ferrite reached a
temperature of 41.2 °C using a concentration of ferrite/water 20 mg/2ml. The ZCF075 ferrite failed to reach 40
°C. The results obtained in the ferrite ZCF050 indicated that these nanoparticles are potential materials for cancer

treatment by magnetic hyperthermia therapy.

Keywords: biomaterials, magnetic hyperthermia, simulated body fluid, zinc and calcium ferrites.

Resumo

O cancer ¢ a segunda causa de morte no mundo. O tratamento alternativo de hipertermia magnética consiste em
elevar a temperatura das células cancerigenas por meio de nanoparticulas magnéticas. Neste trabalho se apresenta a
sintese e a caracterizagdo de duas ferritas de zinco-calcio (Zn0.50Ca0.50Fe204 e Zn0.25Ca0.75Fe204). A sintese
destas ferritas realizou-se pelo método de sol-gel, com posterior calcinacao a 400 °C. A ferrita Zn0.50Ca0.50Fe204
(ZCF050) apresentou uma magnetizagdo de 31.31 emu/g, e a ferrita Zn0.25Ca0.75Fe204 (ZCF075), de 38.30
emu/g. O tamanho médio de particula foi de 14 nm para a ZCF050 e de 12 nm para a ZCF075. Adicionalmente, se
realizaram provas de bioatividade in vitro mediante a imersdo de amostras em um fluido fisioldgico simulado por
21 dias sob condigdes fisiologicas de pH e temperatura. Encontrou-se que s6 a ZCF075 foi bioativa. A habilidade
de aquecimento das ferritas avaliou-se utilizando um equipamento de inducdo magnética de estado solido. As
condicdes de trabalho foram as seguintes: um campo magnético de 10.2 kA/m e uma frequéncia de 362 kHz. A
ferrita ZCF050 alcangou uma temperatura de 41.2 °C, utilizando uma concentragao de ferrita/agua de 20 mg/2ml.
A ferrita ZCF075 ndo logrou alcancar os 40 °C. Os resultados obtidos da andlise da ferrita ZCF050 indicaram que
¢ um material potencial para uso em tratamentos de cancer por hipertermia magnética.

Palavras chave: biomateriais, ferritas de zinco e clcio, fluido fisioloégico simulado, hipertermia magnética.
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1. INTRODUCCION

El cancer es una de las enfermedades que tienen un
alto indice de mortalidad; de él, existen mas de 100
tipos diferentes. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), tan solo en América se
registran 3 millones de nuevos casos anualmente.
Por tal motivo, se buscan tratamientos alternativos
que puedan ayudar a combatir esta enfermedad. El
desarrollo de nuevos materiales ha conducido a una
mejora en los tratamientos existentes, ejemplo de
ello es el tratamiento de la hipertermia, que, en un
principio, consistia en elevar la temperatura de todo
el cuerpo entre 42 y 47 °C para eliminar el cancer;
esto ocurrio a finales de 1800 [1]. En los ultimos
afios, mediante el uso de los nuevos materiales y la
nanotecnologia, este tratamiento ha cambiado, y hoy
se utilizan nanoparticulas magnéticas que pueden ser
transportadas a la cercania de los tejidos cancerosos
para realizar un tratamiento de hipertermia mas
localizado. El campo magnético no es absorbido por
los tejidos vivos y puede ser aplicado en una region
profunda del cuerpo [2]. Por ello, las nanoparticulas
magnéticas (NPM) han recibido mayor atencion, dada
su potencial aplicacion biomédica [3]; cuando estas
nanoparticulas se someten a un campo magnético
variable, se libera calor, debido, entre otros fendmenos,
a la pérdida de histéresis. La cantidad de calor
generado depende de la naturaleza de los materiales
magnéticos. Para su aplicacion en el tratamiento de
tumores de hueso, este tipo de materiales deben ser
no solo biocompatibles, sino también bioactivos. Se
han realizado numerosos trabajos de investigacion
utilizando nanoparticulas magnéticas con el fin de
manifestar el efecto terapéutico en varios tipos de
tumores, dichos experimentos se han realizado en
animales o en cultivos de células cancerosas [2].

Existe una amplia gama de nanoparticulas magnéticas
que se estan utilizando para desarrollar tratamientos
médicos; se han investigado o6xidos simples y
complejos, en virtud de su potencial aplicacion para el
tratamiento de hipertermia [4]. La magnetita (Fe,0,) es
uno de los nanomateriales mas investigados; también
se encuentran las ferritas complejas, tales como las de
cobalto (CoFe,0,), las de manganeso (MnFe 0,), las
deniquel (NiFe,0,), las delitio (Li  Fe, [O,), 1as mixtas
de niquel-zinc-cobre (NijZn ,.Cu, Fe O,), las de
cobalto-niquel (CoxNi(l_x)FeZO ) ¥ las de cobalto-zinc
(Ni(x)Zn(lfx)Fezo ,)- También estan las nanoparticulas
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ferromagnéticas de hierro dopadas con Au y de 6xido
de hierro dopadas con Zn-Mn (Zn Mn,,  Fe.O,) [5-9].

Estas nanoparticulas pueden ser utilizadas, por
ejemplo, en imagenes de contraste por resonancia
magnética, para liberacion de medicamento y, por
supuesto, para hipertermia magnética. El tamafio de
las nanoparticulas juega un papel importante para
aplicaciones biomédicas, ya que, de acuerdo con la
literatura, se pueden utilizar nanoparticulas con un
tamafo entre 10 y 100 nm; si se excede este tamaio,
las NPM pueden causar problemas al introducirse en
el cuerpo. Otro de los aspectos por considerar es la
citotoxicidad del material, ya que si resulta toxico no
puede ser utilizado en el cuerpo.

En este trabajo se presenta la sintesis por sol-gel y la
caracterizacion de dos ferritas de zinc-calcio con un
tratamiento térmico realizado a 400 °C, las cuales
presentaron propiedades y caracteristicas potenciales
para su uso en el tratamiento de cancer por hipertermia
magnética.

I1. MATERIALES Y METODOS

Los reactivos quimicos que se utilizaron fueron
grado reactivo de la marca Sigma-Aldrich; fueron:
Zn(NO,),6H,0  (98%), Ca(NO,),4H,0 (99%),
Fe(NO,),9H,0 (99.99%) vy etilenglicol (C,HO
99%).

2

Cantidades estequiométricas de los reactivos quimicos
apropiados se mezclaron con etilenglicol (C,H,0,)
bajo una agitaciéon magnética durante 2 horas a 40 °C,
posteriormente se elevo la temperatura a 80 °C hasta
obtener un gel con una tonalidad café obscuro. El gel
fue afiejado durante 2 horas y luego se puso a secar,
en una estufa de calentamiento, durante 72 horas, a
95 °C. Finalmente, al gel precursor se le realizd un
tratamiento térmico a 400 °C durante 30 min, con el
objetivo de obtener las ferritas mixtas propuestas.

Los materiales obtenidos fueron analizados por
difraccion de rayos X (DRX, Philips 3040),
magnetometria de muestra vibrante a temperatura
ambiente  (MMV,  Princeton = Measurements
Corporation, MicroMag™  2900), microscopia
electronica de barrido (MEB, JSM 6300, Jeol),
espectroscopia por dispersion de energia (EDS) y
microscopia electronica de transmision (MET, FEI
Titan 80-300).
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Otra de las pruebas que se les realizaron a las
muestras fue la de bioactividad in vitro, que consiste
en sumergir las muestras en 150 mL de un fluido
fisiolégico simulado (FFS) durante diferentes
periodos de inmersion (7, 14 y 21 dias). Lo anterior
bajo condiciones fisiologicas de pH y temperatura. La
concentracion ionica del FFS utilizado y del plasma
sanguineo se encuentra en la Tabla 1.

Uno de los objetivos primordiales de esta
investigacion es que las nanoparticulas sean capaces
de elevar la temperatura por medio de un campo
magnético oscilatorio. Para evaluar esta capacidad
de calentamiento se utiliz6 un equipo de induccién
magnética en estado solido (Ambrell, EasyHeat,
0224), operado a 10.2 kA/m y una frecuencia de 362
kHz, el liquido de enfriamiento utilizado es agua
desionizada. Las pruebas se realizaron durante un
periodo de 15 min a 200 A. Se utilizaron diferentes
concentraciones ferrita/agua desionizada.

TaBLA 1
CONCENTRACION IONICA DEL FLUIDO FISIOLOGICO SIMULADO Y DEL PLASMA SANGUINEO [10]
Concentracion (mM) Na* |K* Mg** Ca* Cr HCO, |HPO/> SO >
FFS 142.0 |5.0 1.5 2.5 147.8 4.2 1.0 0.5
Plasma sanguineo 142.0 5.0 1.5 2.5 103.0 2.7 1.0 0.5

II1. RESULTADOS Y DISCUSION

EnlaFig. 1 se presentan los resultados obtenidos de los
patrones de difraccion de las ferritas Zn , Ca  Fe,O,
(ID: ZCF050-400) y Zn,,Ca,.Fe O, (ID: ZCF075-
400); esta figura también contiene los patrones de
difraccion de las ferritas ZnFe,O, (JCPDS 22-1012)
y CaFe O, (JCPDS32-0168). Las lineas punteadas
en color negro corresponden a la ferrita de zinc, y las
lineas punteadas en color gris, a la ferrita de calcio.
En el patron de difraccion de la ferrita identificada
como ZCF050-400 se puede observar un ligero

desplazamiento hacia la derecha, en comparacion con
las ferritas puras, esto es un indicativo de que se esta
formando una ferrita mixta.

La ferrita ZCF075-400 presenta un comportamiento
similar al de la ferrita anterior, y presenta ligeros
desplazamientos en los angulos de reflexion, en
comparacion con las cartas de difraccion de las
ferritas puras [ZnFe,O, (JCPDS 22-1012) y CaFe,O,
(JCPDS32-0168)]. Observar estos desplazamientos en
los patrones de DRX es importante, debido a que nos
indica que se esta llevando a cabo la formacion de una
sola fase, una ferrita mixta.
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Fi1G. 1. Patrones de difraccion de las ferritas ZCF050-400 y ZCF075-400.
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Una de las propiedades que deben tener las
nanoparticulas es que sean magnéticas, debido a
que su objetivo es que las ferritas puedan calentar
por medio de la induccion de un campo magnético.
Las propiedades magnéticas de estas ferritas fueron
las siguientes: la ferrita ZCF50-400 presento
una magnetizaciéon de saturacion (Ms) de 31.31
emu/g, una remanencia (Mr) de 0.45 emu/g y una
coercitividad (Hc) de 4.85 Oe. Por otro lado, la
ferrita ZCF075-400 present6 una Ms de 38.30 emu/g,
una Mr de 1.48 em/g y una Hc de 14.02 Oe. Esta
ferrita presentd propiedades magnéticas ligeramente
mayores que la ZCF50-400, siendo la tnica diferencia
la concentracion de Ca 'y Zn. Esto puede deberse a que
la ferrita de zinc presenta una estructura tipo espinela
normal que, cuando se une a otro cation para formar
una ferrita mixta, puede cambiar, dando lugar a una
ferrita parcialmente invertida. El zinc tiene un gran
efecto sobre las propiedades magnéticas, ya que la
sustitucion con un cation no metalico, como el zinc,
que tiene preferencia por ocupar los sitios tetraédricos,
resulta en una reduccion en el intercambio entre los
cationes de las posiciones tetraédricas y octaédricas;
esto varia dependiendo del grado de sustitucion del
zinc; por lo tanto, a mayor contenido de zinc las
propiedades magnéticas decrecen [11].

a)
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En la Fig. 2 se presentan las imagenes de MET de
las ferritas ZCF050-400 y ZCF075-400, con sus
respectivos patrones de difraccion. En la Fig. 2(a) se
puede observar que las NPM presentan una morfologia
irregular, y que se encuentran aglomeradas debido a su
alta magnetizacion y a que el material es policristalino.
La determinacién del tamafio de particula se obtuvo
mediante el programa Gatan Digital Micrograph,
resultando un tamafio de particula promedio de 14 nm.

En la Figura 2(b) se presentan las imagenes de MET
de la ferrita ZCF075-400; se puede observar que la
ferrita presenta una morfologia mayormente esférica,
e igual que en la figura 2(a), el patrén de difraccion
obtenido indica que el material es policristalino y el
tamafio de particula promedio fue de 12 nm; este se
determind, al igual que en el caso anterior, mediante
el programa Gatan Digital Micrograph. De acuerdo
con la literatura [2], las nanoparticulas que tienen un
tamafio de particula en un rango de 10-100 nm son
oOptimas para ser inyectadas via intravenosa, y pueden
prolongar su tiempo de circulaciéon en la sangre;
esto indica que los materiales obtenidos podrian ser
utilizados en aplicaciones biomédicas.

FiG. 2. Imagenes de MET (a) ferrita ZCF050-400 y (b) ferrita ZFC075-400.

El ensayo de bioactividad in vitro se realizd con
la finalidad de predecir lo que ocurriria si las
nanoparticulas permanecieran en el cuerpo humano
después del tratamiento. En caso de ser bioactivas, su
potencial aplicacion seria en el tratamiento de cancer
oseo mediante hipertermia.

En la Fig. 3 se presentan las imagenes de MEB de la
muestra ZCF050-400 en forma de pastilla después de
21 dias de inmersion en FFS (3a, b) y en polvo (3c,

d). Este analisis se realizé también en polvo, debido
a que se espera introducir este material en esta forma.
En la imagen de la Fig. 3a no se observa la formacion
de algin compuesto, sin embargo, el correspondiente
espectro EDS (Fig. 3b) indica la presencia de calcio y
fosforo. La relacion de Ca/P que se obtuvo fue de 2.38,
considerablemente mas alta que la de la hidroxiapatita,
seguramente debido al contenido de Ca en la ferrita. Se
observd este mismo comportamiento en la muestra en
polvo de esta ferrita (Fig. 3c), donde la relacion Ca/P
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fue de 5.73, lo que nuevamente indica que mediante
EDS se esta detectando también el calcio contenido
en la ferrita. Con base en la literatura [12], las capas
que se forman en los compuestos bioactivos existentes

en contacto con fluidos fisioldgicos o reales deben
presentar una relacion Ca/P cercana al 1.67, ya que
este valor esta reportado para la hidroxiapatita ideal.

FiG. 3. Imagenes de MEB y correspondientes espectros EDS de ZCF050-400 después de 21 dias de inmersion en FFS
conformada en forma de pastilla (a, b) y en polvo (c, d).

En la Fig. 4 se presenta la imagen de MEB de la
muestra ZCF075-400 después de 21 dias de inmersion
en forma de pastilla (Fig. 4a, b) y en polvo (4c, d).
En la Fig. 4a se puede observar una capa constituida
por esferas de distintos tamafios que, de acuerdo con
el espectro de EDS (Fig. 4b), presenta una relacion
Ca/P de 1.68, que se encuentra dentro del rango del
de las apatitas dseas; también indica que el contenido
de calcio en la muestra promueve la bioactividad
y que con bajas adiciones de zinc en la muestra, la
bioactividad no se ve afectada.

En el caso de la imagen de MEB de la Figura 4c
es posible observar estas esferas dispersas entre
los aglomerados de las nanoparticulas, pese a que
esta muestra se encuentra en forma de polvo. La
relacion Ca/P que proporciona el espectro de EDS
correspondiente a la Fig. 4d es de 1.82, valor que es un
poco mas elevado que el obtenido por la muestra en
pastilla; esto se debe a que en este analisis es mas facil
detectar también el calcio presente en la muestra. Con
estos resultados podemos decir que esta ferrita resulta
ser bioactiva, a diferencia de la anterior, indicando
que el contenido de Ca-Zn es el adecuado para la
formacion de apatita.
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FiG. 4. Imagenes de MEB y correspondientes espectros EDS de ZCF075-400 después de 21 dias de inmersion en FFS
conformada en forma de pastilla (a, b) y en polvo (c, d).

A continuacion se presentan los resultados obtenidos
de las pruebas de hipertermia magnética; este analisis,
como ya se menciono, resulta ser de gran importancia,
debido a que se espera que las nanoparticulas tenga
la capacidad de generar calentamiento cuando se
sometan a un campo magnético oscilatorio. En la Fig.
5 y la Tabla 2 se presentan los resultados obtenidos
de las pruebas de hipertermia magnética de la ferrita
ZCF050-400. Para este analisis se utilizaron cinco
suspensiones: 12, 14, 16, 18 y 20 mg en 2 ml de agua
desionizada, con un tiempo de duracion de pruebade 15
min. Es importante mencionar que las concentraciones
utilizadas en este andlisis se encuentran dentro del
rango permitido para aplicaciones in vivo, esto de
acuerdo con la literatura [13].

En la Fig. 5 es posible observar que las muestras
fueron incrementando su temperatura de manera
gradual, conforme transcurria el tiempo de la
prueba. En este caso, la unica muestra que alcanzo
una temperatura dentro del rango del requerido para
hipertermia magnética (41-46 °C) fue la de 20 mg en
2 ml, con una temperatura de 41.2 °C. El resto de las
muestras presentaron un calentamiento ascendente,
pero alcanzaron temperaturas de calentamiento en
un rango de 36 a 40 °C. Esta muestra resultd no ser
bioactiva, y aunque es deseable que el material sea
potencialmente bioactivo, no es una limitante para que
pueda ser utilizado en el tratamiento de cancer [11].
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TABLA 2
DATOS DE LOS RESULTADOS DE INDUCCION MAGNETICA DE LA FERRITA ZCF050-400
Temperatura maxima
Muestra
alcanzada (°C)
12 mg/2 ml 36.6
14 mg/2 ml 36.9
16 mg/ 2 ml 38.6
18 mg/ 2 ml 40.4
20 mg/ 2 ml 412
44 - Agua
12mg/2ml
42 4 14mg/2ml
40 4 16mg/2ml
18mg/2ml
38 20mg/2ml
o 36
© 34
3
© 32
Q
£ 30-
[0}]
F o284
26 -
24 -
T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Tiempo (min)
Fi1c. 5. Resultados de hipertermia magnética de la ferrita ZCF050-400.

En la Fig. 6 y la Tabla 3 se presentan los resultados
de las pruebas de induccién magnética de la ferrita
ZCF075-400. Las condiciones a las que se realizaron
las pruebas fueron iguales que en el caso anterior,
utilizando cinco muestras que van de los 12 alos 20 mg
de ferrita en 2 ml de agua desionizada y con un tiempo
de prueba de 15 min. Estas muestras incrementaron
su temperatura gradualmente, pero, infortunadamente,
no lograron alcanzar los 41 °C para entrar dentro del
rango de trabajo de la hipertermia. Las temperaturas

maximas alcanzadas por estas suspensiones oscilaron
entre los 34.3 y los 38 °C; por lo tanto, esta ferrita no
puede ser utilizada para tratamientos de hipertermia,
aunque si podria utilizarse para otras aplicaciones,
como la liberacion de farmacos, en virtud de que esta
ferrita presenta apropiadas propiedades magnéticas
y de bioactividad. Es importante mencionar que,
para su aplicacion como sistema de liberacion
de medicamentos, se requiere la modificacion o
funcionalizacion de las nanoparticulas.
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TABLA 3
DATOS DE LOS RESULTADOS DE INDUCCION MAGNETICA DE LA FERRITA ZCF075-400.
Muestra Temperatura maxima
alcanzada (°C)
12 mg/2 ml 343
14 mg/2 ml 35.5
16 mg/2 ml 34.6
18 mg/2 ml 36.1
20 mg/2 ml 38
Agua
40 12mg/2ml|
1 14mg/2ml
38 16mg/2ml|
1 18mg/2ml
36 20mg/2ml
34
& ]
E 32 4
E -
® 30 A
()]
o 4
5 284
= 1
26 |
24
T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Tiempo (min)

Fic. 6. Resultados de hipertermia magnética de la ferrita ZCF075-400.

I'V. CONCLUSIONES

Fue posible sintetizar dos ferritas mixtas de zinc y
calcio por medio del método de sol-gel seguido de
tratamiento térmico a baja temperatura (400 °C). Cada
uno de estos materiales presentd una fase Unica, un
tamafio de particula entre 12 y 14 nm y propiedades
magnéticas similares. La ferrita ZCF050-400 (mismo
contenido de Ca y Zn) presenté mayor habilidad de
calentamiento (41 °C) y, por lo tanto, un uso potencial
en el tratamiento cancer mediante hipertermia
magnética, cuando se utilizaron suspensiones con una
concentracion de 20 mg de ferrita en 2 ml de agua
desionizada. Por otro lado, la ferrita ZCF075-400
resultd ser altamente bioactiva, debido a su mayor
contenido de calcio.
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