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DESCRIPCION
Nanoparticulas de 6xido de hierro dopadas con metales alcalinos o alcalinotérreos
Antecedentes
1. Campo técnico

La presente invencion se refiere a nanoparticulas de 6xido de hierro capaces de tener caracteristicas gigantescas de
autocalentamiento de CA en un campo magnético de CA biocompatible y su aplicacion al tratamiento de hipertermia.

2. Descripcion de la técnica relacionada

La hipertermia es una modalidad de tratamiento del cancer que utiliza caracteristicas de las células cancerosas, que
son mas sensibles al calor que las células normales debido a ambientes anormales alrededor de las células
cancerosas. Esta modalidad de tratamiento mantiene la temperatura circundante alrededor de las células cancerosas
en un rango calido (41 °C a 45 °C) en comparacion con la quimioterapia o radioterapia convencional, de modo que
esta modalidad de tratamiento tiene ventajas médicas en el sentido de que incluso las células cancerosas
extremadamente pequefas localizadas o profundamente arraigadas en el tejido vivo pueden morir selectivamente
mediante calor sin dafar las células normales.

Se requiere el desarrollo de la técnica de autocalentamiento magnético de CA en entornos in vivo para lograr un
tratamiento eficaz contra el cancer, y recientemente se han realizado una gran cantidad de esfuerzos de investigacion
para desarrollar nanoparticulas magnéticas de autocalentamiento de CA. En el tratamiento del cancer mediante
hipertermia usando nanoparticulas magnéticas, las células cancerosas murieron por el calor generado por
nanoparticulas magnéticas en el campo magnético de CA.

Ademas, las nanoparticulas magnéticas con superparamagnetismo no tienen agregaciéon de particulas cuando se
introducen en un cuerpo vivo. Cuando se aplica un campo magnético de CA a las nanoparticulas magnéticas, es
posible controlar facilmente el calor generado por el campo magnético de CA aplicado y las nanoparticulas magnéticas
pueden introducirse en un cuerpo vivo solo mediante un simple tratamiento de inyeccion sin cirugia.

Aunque solo los materiales magnéticos de gran tamafo mostraron un efecto de autocalentamiento, existen limitaciones
para su aplicacion practica debido a la dificultad para aumentar continuamente la temperatura de autocalentamiento y
la dificultad para introducir los materiales magnéticos en un cuerpo vivo. Sin embargo, recientemente, un equipo de
investigacion colaborativo de la Universidad Nacional de Singapur y la Universidad Nacional de Yokohama de Japoén
ha publicado un estudio sobre un nuevo tipo de nanoparticulas magnéticas que se calientan espontaneamente y su
efecto de calentamiento en las células es lo suficientemente eficaz para su aplicaciéon practica, por lo tanto cabe
esperar la consecucién de un nuevo tratamiento contra el cancer.

Un articulo titulado "Applications of NiFe204 nanoparticles for a hyperthermia agent in biomedicine" en Applied Physics
Letters, Vol. 89, 252503 (2006) desvela la eficacia de nanoparticulas magnéticas de NiFe,O4 como agente de
hipertermia in vivo.

El documento US 2009/081122 A1 se refiere a una formulacion inyectable para el tratamiento por hipertermia, cuya
formulacion comprende un vehiculo liquido y nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnéticas generadoras de
calor que tienen un didmetro medio no superior a 20 nm. Dicha formulacion inyectable es capaz de formar in situ un
implante hipertérmico sélido o semisdlido al entrar en contacto con un fluido o tejido corporal. Dicho implante
hipertérmico sélido o semisélido puede ser util para tratar un tumor o una enfermedad degenerativa del disco mediante
hipertermia.

Ademas, la publicacién de patente estadounidense n.° 2005-0090732 desvela el tratamiento de hipertermia orientada
a dianas utilizando 6xido de hierro. Sin embargo, la mayoria de los tratamientos de hipertermia convencionales se
relacionan con nanoparticulas de 6xido de hierro que muestran un efecto de emision de calor a altas frecuencias y un
alto campo magnético (o un alto campo magnético de CA).

Las nanoparticulas de T-Fe2O3 se conocen de ADHYAPAK PARAG V ET AL, "Influence of Li doping on the humidity
response of maghemite (y-Fe203) nanopowders synthesized at room tempera", CERAMICS INTERNATIONAL,
ELSEVIER, AMSTERDAM, Paises Bajos, vol. 39, n.° 7, 9 de abril de 2013 (09-04-2013), paginas 8153-8158,
XP028676422, ISSN 0272-8842, DOI: 10.1016/J.CERAMINT.2013.03.089; Shanmuga R ET AL, "Preparation and
Characterization of Mg Doped y-Fe203 Prepared by Self-Propagation Method Introduction[1-3]", International Journal
of ChemTech Research CODEN (EE.UU., 1 de junio de 2014 (2014-06-01), paginas 2129-2131, XP55789543; y JING
ET AL, "Ethanol sensing properties of y-Fe203 nanopowder doped with Mg by nonaqueous medium method",
MATERIALS SCIENCE AND ENGINEERING: B, ELSEVIER, AMSTERDAM, Paises Bajos, vol. 133, n.° 1-3, 25 de
agosto de 2006 (25-08-2006), paginas 213-217, XP025100298, ISSN 0921-5107, DOI: 10.1016/J.MSEB.2006.05.006.
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Sin embargo, en el tratamiento del cancer con hipertermia de alta frecuencia, pueden aparecer manchas rojas
alrededor de la piel y pueden producirse areas con alto contenido de grasa, algunas quemaduras, heridas,
inflamaciones y necrosis celular. Ante todo, los efectos secundarios debidos a la nocividad de los campos eléctricos
de alta frecuencia para los seres humanos son inevitables. Por lo tanto, este tratamiento esta prohibido para mujeres
embarazadas, pacientes con inflamacion severa, pacientes con marcapasos cardiacos implantados y pacientes con
derrame pleural severo y ascitis.

Ademas, ya que es necesario irradiar calor a los tejidos cancerosos durante un tiempo prolongado, los cuerpos de los
seres humanos estan expuestos a ondas electromagnéticas de alta frecuencia durante mucho tiempo y, por lo tanto,
existe el problema de que los tejidos normales también pueden resultar dafados.

Para resolver los problemas antes mencionados, es necesario desarrollar nanoparticulas magnéticas capaces de
autocalentarse en un campo magnético de CA bajo y biocompatible (0 un campo magnético de CA seguro).

Breve sumario

Un objeto de la presente invencion es proporcionar nanoparticulas de 6xido de hierro capaces de autocalentarse lo
suficiente incluso en un campo magnético de CA biocompatible bajo (o seguro).

La invencion se define por las siguientes reivindicaciones.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, las nanoparticulas de éxido de hierro son nanoparticulas en las
que y-Fe;O3 (maghemita) estda dopada con un ion de metal alcalino o metal alcalinotérreo, especificamente
nanoparticulas en las que un sitio vacante de Fe del y-Fe;O3 esta dopado con un metal alcalino o alcalinotérreo.

El metal alcalino se selecciona del grupo que consiste en sodio (Na) y potasio (K), y el metal alcalinotérreo se
selecciona del grupo que consiste en magnesio (Mg) o calcio (Ca).

Las nanoparticulas de éxido de hierro pueden generar un calor gigantesco incluso en un campo magnético de CA bajo
y biocompatible de fap -Hap. de 3,0 x 10° Am-'s™ 0 menos, y puede tener una potencia de pérdida intrinseca (ILP) de
13,5nHm?kg a 14,5nHm%kg en un campo magnético AC de fap'Hap. < 1,8 x 10° Am s (fap. < 120 kHz,
Hapl. < 15,12 kKA/m).

Las nanoparticulas de 6xido de hierro pueden tener un diametro de particula promedio de aproximadamente 7 nm a
aproximadamente 13 nm, sin limitarse a ello.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, las nanoparticulas de 6xido de hierro se preparan mediante el
método definido en la reivindicacion 4.

El precursor de Fe® y el precursor de M* o M?* (M = Na, K, Mg y Ca) pueden incluir al menos uno seleccionado entre
nitrato metalico, sulfato metalico, acetilacetonato metalico, fluoroacetoacetato metalico, haluro metalico, perclorato
metalico, 6xido de alquilo metalico, sulfamato metalico, estearato metalico y compuestos metalicos organicos, sin
limitarse a ello. Por ejemplo, para las nanoparticulas de Mgx-yFe203, se utilizd acetato de magnesio (Mg) tetrahidratado
y acetilacetonato de hierro (Fe).

El disolvente puede incluir disolventes de benceno, disolventes hidrocarburos, disolventes de éter, disolventes
poliméricos, disolventes liquidos iénicos, hidrocarburos halogenados, alcoholes, disolventes de sulfoxido, agua y
similares, preferiblemente al menos uno de benceno, tolueno, halobenceno, octano, nonano, decano, bencil éter, fenil
éter, éteres de hidrocarburos, disolventes poliméricos, dietilenglicol (DEG), agua y disolventes liquidos ionicos, sin
limitarse a ello. Por ejemplo, para las nanoparticulas de Mgx-yFe203, se utilizé bencil éter.

En el método segun la presente invencion, el tensioactivo se puede usar para estabilizar nanoparticulas y puede incluir
al menos uno de los acidos organicos (C,COOH, C,: hidrocarbono, 7 < n < 30) incluido el &cido oleico, acido laurico,
acido estearico, acido miristico y acido hexadecanoico, sin limitarse a ello. Por ejemplo, para las nanoparticulas de
Mgx-yFe203, se utilizé acido oleico.

De acuerdo con la presente invencion, el método de preparacién de nanoparticulas de 6xido de hierro incluye: (a)
calentar una solucion mezclada de precursor de Fe®*, un precursor de M* o M?* (M = Na, K, Mg y Ca), un tensioactivo
y un disolvente a una temperatura inferior al punto de ebulliciéon del disolvente en una atmdésfera mixta de oxigeno y
argon, seguido del mantenimiento de la solucién mezclada a la temperatura durante un cierto periodo de tiempo; (b)
calentar la solucién mezclada nuevamente hasta el punto de ebullicion del disolvente en una atmodsfera mixta de
oxigeno y argon, seguido de mantener la solucion mezclada en el punto de ebullicion durante un cierto periodo de
tiempo; (c) retirar la fuente de calor y enfriar la solucidn mezclada hasta temperatura ambiente; y (d) realizar la
precipitacion y separacion del polvo de nanoparticulas agregando un disolvente polar a la solucién mezclada y a
continuacién realizar una centrifugacion.
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En el método de preparacion de nanoparticulas de 6xido de hierro segun la presente invencién, el nivel de dopaje se
puede ajustar ajustando una cantidad de precursor de Fe®* o precursor de M* o M?* (M = Na, K, Mg y Ca).

De acuerdo con la presente invencion, las nanoparticulas de éxido de hierro pueden realizar un autocalentamiento
suficiente incluso en un campo magnético de CA bajo y biocompatible. Por lo tanto, las nanoparticulas de 6xido de
hierro pueden utilizarse para el tratamiento del cancer por hipertermia en un campo magnético de CA bajo.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un diagrama que ilustra un método para preparar nanoparticulas de My-yFe>Os (M = Li, Na, K, Mg y
Ca).

La Fig. 2 muestra imagenes de microscopia electrénica de transmision (TEM) de nanoparticulas de Mgo 13-yFe203
preparadas segun una realizacion de la presente invencion.

La Fig. 3 son diagramas que ilustran modelos de estructura atdmica que describen la configuraciéon de espin de
nanoparticulas magnéticas de y-Fe;O3 (maghemita) y FesO4 (magnetita).

La Fig. 4 son diagramas que ilustran la estructura cristalina de nanoparticulas magnéticas de Mgo,13-yFe203
(maghemita) segun una realizacion de la presente invencion. Una imagen ampliada indica que las redes cubicas
de oxigeno estan centradas en las caras. Los espines del Fe®* en los sitios Ty se alinean en antiparalelo con
espines del Fe®* en los sitios Oy bajo un campo magnético externo. Los iones de Mg?* ocupan predominantemente
los sitios vacantes de Fe existentes en los sitios Oy, del y-Fe20s.

La Fig. 5 es un grafico que representa las caracteristicas de calentamiento inducidas magnéticamente por CA del
Mgo,13-yFe203, MgFe 04, y FesO4 medida a una fap. = 110 kHz y Hap = £140 Oe.

La Fig. 6 muestra imagenes de microscopia electronica de transmisién (TEM) de nanoparticulas de MFe;O4
(M = Mn, Co, Ni, Fe) preparadas mediante un método convencional y un grafico que muestra las caracteristicas
de calentamiento de las mismas inducidas magnéticamente por CA en un campo magnético de CA bajo.

La Fig. 7 muestra graficos que representan los resultados de medicidon de la espectroscopia de absorcion de rayos
X (izquierda: absorcion de rayos X cerca de la estructura del borde, derecha: estructura fina de absorcion de rayos
X extendida) de Mgo 13-yFe203, MgFe 04, y FezO4 en bruto.

La Fig. 8 es un diagrama que muestra la determinacion de la composicion de Mgo 13-yFe2Os mediante
espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS).

La Fig. 9 muestra bucles de histéresis menores de CC medidos en un campo de barrido de Hap. = £140 Oe
(=11,14 KAm™") de Mgo,13-YFe203, MgFe 04, y FesOa, y

La Fig. 10 es un grafico que representa una magnetizacion de nanoparticulas de Mgo,13-yFe203 dependiente de la
temperatura medidas en un campo magnético de excitacion de 100 Oe.

La Fig. 11 muestra bucles de histéresis de CA medidos a una fap. = 110 kHz y Hap. = £140 Oe de Mgo,13-yYFe20s,
MgFe204, y FesOa.

La Fig. 12 muestra gréaficos que representan la dependencia de Ms, Piotal, Ppérdida por relajacion Y X" €N 1a concentracion
(nivel) (x) de dopaje cationico de Mg?* de Mgx-yFe»O3 seguin una realizacién de la presente invencion.

La Fig. 13 muestra graficos que representan la dependencia de la energia de anisotropia y el tiempo de relajacion
de Néel calculado con respecto a la concentraciéon (x) de dopaje catidnico de Mg?* en Mgx-yFe2O3 segun una
realizacion de la presente invencion.

La Fig. 14 muestra las caracteristicas del aumento de temperatura de calentamiento inducido magnéticamente en
CA de nanofluidos de Mgp 13-yFe203 dispersos en tolueno, etanol y agua desionizada medidos a una fap. = 110 kHz
Y Hapi. = £140 Oe con una concentracién de 3 mg/ml segun una realizacion de la presente invencion se mueven a
una capa de solucién acuosa.

La Fig. 15 es un grafico para comparar los valores de ILP entre nanoparticulas superparamagnéticas previamente
presentadas y nanoparticulas superparamagnéticas de Mgo,13-yFe203 segun una realizacién de la presente
invencion y materiales representativos existentes conocidos en la técnica.

La Fig. 16 muestra graficos que representan las caracteristicas del aumento de temperatura de calentamiento
inducido magnéticamente por CA de nanoparticulas de Lig 15-yFe203, Nag 20-YFe203, Ko 18-yFe203, y Cag 1s-yFe203
con Li*, Na*, K*, y Ca?*, respectivamente, en un campo magnético de CA bajo.

Las Fig. 17 a 19 muestran resultados obtenidos por una prueba de hipertermia in vitro usando nanoparticulas
magnéticas de Mgo,13-yFe203 segun una realizacion de la presente invencion.

La Fig. 20 muestra los resultados obtenidos mediante una prueba de hipertermia en vivo usando nanoparticulas
magnéticas de Mgo,13-yFe203 segun una realizacion de la presente invencion.

La Fig. 21 muestra graficos que representan los resultados obtenidos mediante una prueba de toxicidad de
nanoparticulas magnéticas de Mgo,13-yFe203 segun una realizacion de la presente invencién en células US7MG y
células Hep3B.

La Fig. 22 muestra graficos que representan la tasa de supervivencia celular de nanoparticulas de Mgo 13-yFe203
y nanoparticulas superparamagnéticas reportadas, determinada utilizando lineas celulares U87MG.

Descripcion detallada
En lo sucesivo en el presente documento, las realizaciones ejemplares de la presente invencién se describiran en lo

sucesivo con detalle en relacion con los dibujos adjuntos. Debe entenderse que la presente invencion no se limita a
las siguientes realizaciones y puede realizarse de diferentes maneras, y que las realizaciones se proporcionan para
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una divulgacion completa y una comprension profunda de la invencion por parte de los expertos en la técnica.

De acuerdo con la presente invencién, las nanoparticulas de 6xido de hierro se preparan dopando un sitio vacante de
Fe®* del y-Fe,O3 con un ion de metal alcalino o un ion de metal alcalinotérreo, y generan un calor gigantesco incluso
en un campo magnético de CA bajo y biocompatible. En la hipertermia, un campo magnético de CA biocompatible
generalmente tiene una fap.-Hap. de 5,0 x 10° Am-'s™ o menos, preferiblemente de 3,0 x 10° Am-'s™" o menos. Las
nanoparticulas de oxido de hierro segun la presente invencidon pueden generar un calor gigantesco incluso en un
campo magnético de CA bajo y biocompatible.

Como se usa en el presente documento, la expresion "dopado con... ion metalico" significa que un atomo metalico
estd dopado y unido por iones a los atomos circundantes y, por tanto, todas las expresiones "dopado con... ion
metalico", "dopado con... atomo metalico" y "dopado con... metal" deben interpretarse en el mismo sentido.

Las nanoparticulas de 6xido de hierro segun la presente invencion generan calor en campos magnéticos de CA 'y se
usan preferiblemente en un campo magnético de CA bajo y biocompatible.

En lo sucesivo en el presente documento, como ejemplo de las nanoparticulas de éxido de hierro segun la presente
invencion, se describira el Mgx-yFe20s.

El Mgx-yFe2O3 se prepara mediante descomposicion térmica a alta temperatura de un precursor de Fe®* y un precursor
de Mg?* en una atmdsfera de oxigeno, tiene una estructura cristalina en la que un sitio vacante de Fe®* del y-Fe,O3
esta dopado con Mg?*, y genera un calor gigantesco incluso en un campo magnético de CA bajo y biocompatible.

Se describira con mas detalle un proceso de preparaciéon de Mgx-yFe2O3 (x = 0,13) (ver Fig. 1).

Para preparar Mgo,13-yFe203, 0,13 mmol de acetato de magnesio (Mg) tetrahidratado, 2,0 mmol de acetilacetonato de
hierro (Fe), 1,2 mmol de acido oleico y 20 ml de éter bencilico se mezclan en un matraz de fondo redondo de 50 ml y
se agitan magnéticamente. La solucion mezclada se calienta a 200 °C durante 30 minutos (~8 °C/min, primera tasa
de aumento) en una atmdsfera mixta de oxigeno y argén (caudal de ~100 ml/min) y a continuacién se mantiene durante
50 minutos (etapa de nucleacién). Después, la solucion mezclada se calienta nuevamente a 296 °C (punto de
ebulliciéon del éter bencilico) durante 20 minutos (5 °C/min, segunda tasa de aumento) y a continuacion se mantiene
durante 60 minutos (etapa de crecimiento).

Después, se retira la fuente de calor y la solucion mezclada se enfria a temperatura ambiente.

Se afiade un disolvente polar como etanol a la solucion mezclada, seguido de centrifugacion, precipitando y separando
asi el polvo negro. Los productos separados (nanoparticulas) se dispersan en un disolvente no polar como tolueno.

Para controlar la concentracion de dopaje (x) de Mg?* del Mgx-yFe2Os3, se utilizan una cantidad diferente precursor
metalico de Mg?*/Fe®* en condiciones experimentales idénticas. Por ejemplo, para sintetizar nanoparticulas de Mgo,10-
yFe203, se utilizan 0,10 mmol de acetato de Mg tetrahidratado y 2,0 mmol de acetilacetonato de Fe en idénticas
condiciones experimentales.

La Fig. 2 muestra imagenes de microscopio electrénico de transmision de nanoparticulas de Mgo,13-yFe203 de 7 nm
preparadas mediante los procesos anteriores. Refiriéndose a la imagen del lado derecho, se puede ver que se observa
una orientacién de crecimiento cristalino (400) y la distancia reticular correspondiente es de 2,09 A, y que se observa
una orientacién de crecimiento cristalino (200) y la distancia reticular correspondiente es de 2,95 A. Estos valores son
los mismos que los de un material en bruto de referencia de y-Fe2Os. Por lo tanto, se puede demostrar que la estructura
cristalina de las nanoparticulas preparadas mediante los procesos anteriores tiene una estructura de espinela tipica
de y-Fez0s.

En nanoparticulas sintetizadas convencionalmente, se preparan nanoparticulas de MgFe;O4 (estructura de FezO4
dopado con Mg?*).

Para preparar nanoparticulas de MgFe;O4, se ponen 1,0 mmol de MgCl; y 2,0 mmol de Fe(acac); en un matraz de
fondo redondo de 100 ml que contiene éter dibencilico y un tensioactivo (acido oleico y oleilamina). Como reductor se
utilizan 10,0 mmol de 1,2-hexadecandiol.

La solucién mezclada se calienta a 200 °C durante 25 minutos en una atmosfera de argon y se mantiene durante 60
minutos (etapa de nucleacion).

Después, la solucidon mezclada se calienta nuevamente a 296 °C (punto de ebulliciéon del éter bencilico) durante 30
minutos y se mantiene durante 60 minutos. Se retira la fuente de calor y se enfria la mezcla de reaccion hasta
temperatura ambiente.

Se afiade etanol al producto de reaccién, seguido de centrifugacion, obteniendo asi polvo negro precipitado. Las
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nanoparticulas de MgFe>O4 obtenidas se dispersan en un disolvente no polar como tolueno.

Tras la preparacion de las nanoparticulas existentes, dos reactivos quimicos, es decir, acido oleico y oleilamina, se
utilizan como factores de control del tamafio, y la oleilamina se puede utilizar como agente reductor. La estructura
cristalina puede cambiar de y-Fe2O3 en Fe30O4 durante su proceso de sintesis.

La oleilamina se utiliza principalmente en la preparacion de nanoparticulas de 6xido de hierro. Para investigar el papel
del tensioactivo, se llevaron a cabo experimentos de control con oleilamina en lugar de acido oleico. Las nanoparticulas
sintetizadas con oleilamina mostraron un comportamiento de autocalentamiento de CA similar a las nanoparticulas de
MFe.04 (M = Fe?*, Co?*, Ni?*, Mg?*) debido a la reduccion de Fe®* a Fe?* que da lugar a la red de Fe;O4 en presencia
de oleilamina. Este resultado confirma que la red de Fe;O4 dopada con iones Mg?* no contribuye a las propiedades
de calentamiento de CA.

El Mgx-yFe20s3, que corresponde a las nanoparticulas de éxido de hierro segun la presente invencién, se obtiene
dopando los sitios vacantes de Fe®* de y-Fe,O3; con Mg?*.

A diferencia del Fe304, el y-Fe03 tiene espacios (sitios vacantes), que ocupan alrededor del 12 % de su volumen total
(ver Fig. 3). Dado que el Fe3O4 se transforma gradualmente en y-Fe;O3 tras la preparacion en una atmosfera de
oxigeno, los iones de Fe?* presentes en Fe;04 se oxidan a iones de Fe®, se difunden, y se forman sitios vacantes en
y-Fe20s. Dado que se requiere oxidacion para preparar las nanoparticulas de 6xido de hierro segun la presente
invencion, la preparacion se puede realizar en una atmosfera de oxigeno o se puede utilizar un oxidante. La
preparacion propiamente dicha se realiza preferiblemente en una atmoésfera mixta de oxigeno y argéon para la
estabilidad de la reaccion.

Cuando dichos sitios vacantes de y-Fe;O3 estan dopados con un metal alcalino o alcalinotérreo, el y-Fe2-Os; dopado
demuestra cambios en la suavidad magnética y las propiedades magnéticas de CC/CA, especificamente la
susceptibilidad magnética y, por lo tanto, responde a un campo magnético de CA bajo, generando asi calor (ver Fig.
4).

Por otro lado, a diferencia del caso anterior, en el caso de un metal de transicion (Zn, Fe, Mn, Co, Ni y similar), dado
que desde el punto de vista termodinamico es energéticamente favorable que el metal de transicion se sustituya
predominantemente por iones de Fe®* en un sitio octaédrico (On) y un sitio tetraédrico (Th), no en sitio vacante, el y-
Fe;03 dopado exhibe propiedades magnéticas netas reducidas y responde de manera insignificante a un campo
magnético de CA bajo (ver Figs. 3y 4).

Las nanoparticulas de 6xido de hierro segun la presente invencién son nanoparticulas en las que los sitios vacantes
de Fe® del y-Fe,O3 estan dopados con un metal alcalino o alcalinotérreo.

El metal alcalino es sodio (Na) o potasio (K), y el metal alcalinotérreo es magnesio (Mg) o calcio (Ca).

Las nanoparticulas de 6xido de hierro segun la presente invencién pueden emitir un calor gigantesco incluso en un
campo magnético de CA bajo y biocompatible de fapi.-Hap. de 3,0 x 10° Am™'s™! 0 menos, y tienen una potencia de
pérdida intrinseca (ILP) de 13,5 nHm?kg a 14,5 nHm?/kg en un campo magnético AC de fap-Hap. < 1,8 x 10° Am-'s™
(fapt. < 120 kHz, Hapi. < 15,12 kA/m).

Las nanoparticulas de 6xido de hierro segun la presente invencion pueden tener un diametro de particula promedio
de aproximadamente 7 nm a aproximadamente 13 nm, sin estar limitado a ello, y puede tener varios tamafos de
escala nanomeétrica.

La Fig. 5 es un grafico que representa las caracteristicas de calentamiento inducidas magnéticamente por CA del
Mgo,13-yFe203, MgFe204, y FesO4 medidas en un campo magnético de CA bajo (fap. = 110 kHz, Hapi. = £140 Oe) segun
una realizacién de la presente invencion. Tal como se muestra en la Fig. 5, las nanoparticulas de Mgo 13-yFe203
exhiben una Tcamax. €xcepcionalmente alta de 180 °C. Mientras, las nanoparticulas de MgFe;O4 preparadas
convencionalmente (FesO4 dopado con iones de Mg?*) exhiben una Tcamax. baja de 22 °C bajo el mismo campo
magnético de CA. Segun un método convencional, casi no tiene efecto en la emision de calor con un campo magnético
de CA bajo.

La Fig. 6 muestra un grafico que representa imagenes de microscopia electrénica de transmision y caracteristicas de
calentamiento inducidas magnéticamente por CA de nanoparticulas de MFe Q4 (M = Co?*, Fe?*, Mn?*, y Ni?*), que se
preparan mediante un método convencional bajo las mismas condiciones magnéticas de CA (fap. = 110 kHz,
Hap. = £140 Oe). Se puede observar que las nanoparticulas sintetizadas convencionalmente (CoFexO4, Fe3Oa,
MnFe204, y NiFe204) casi no tienen efecto de emision de calor. CoFexQ4, Fes04, MnFe20s4, y NiFe2O4 tienen una
estructura en la que los iones de Co?, Fe?*, Mn?*, y Ni** estan dopados en Fe3Os en lugar de y-FeOs,
respectivamente.

La Fig. 7 muestra los resultados de las mediciones de absorcion de rayos X cerca de la estructura del borde (XANES)
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y la estructura fina de absorcion de rayos X extendida (EXAFS) de nanoparticulas de Mgp 13-yFe20s. A modo de
comparacion, se prepararon nanoparticulas de MgFe,04 convencional y FezO4 en bruto. Los espectros de Fe Kedge
XANES (grafico superior en la Fig. 7) mostraron que las nanoparticulas de Mgo 13-yFe2Osy MgFe,0O4 tienen estados
de oxidacion de hierro promedio de +3 y +2,75, respectivamente. Comparando con el FesOs en bruto, las
nanoparticulas de MgFeO4 tienen una coordinacion de Fe local tipica de Fe3O4 mientras que, de acuerdo con los
resultados analizados por EXAFS (grafico inferior en la Fig. 7), se confirmo que las nanoparticulas de Mgo,13-yFe203
tienen un y-FexOs3 tipico (maghemita). En cambio, las nanoparticulas de MgFe2O. sintetizado convencionalmente se
obtienen dopando con Mg?* en una estructura de magnetita (Fe3O4), y que las nanoparticulas de Mgo 13-yFe203 segun
la presente invencion se obtienen dopando con Mg?* en una estructura de maghemita (y-Fe2Os3).

La Fig. 8 muestra los resultados de la determinacion de la composicion de nanoparticulas de Mgg 13-yFe203 utilizando
una espectroscopia de rayos X de dispersion de energia (EDS), y se puede ver que los iones de Mg?* estan bien
presentados en las nanoparticulas de y-Fe;Os.

La Fig. 9 muestra bucles de histéresis menores de CC y la Fig. 10 muestra la magnetizacion dependiente de la
temperatura de nanoparticulas de Mgo 13-yFe20s. En referencia a las Fig. 9 y 10, se puede demostrar que el Mgp 13-
yFe203 segun la presente invencién presenta superparamagnetismo.

La Fig. 11 muestra el area de los bucles de histéresis de CA medidos a una fap. = 110 kHz y Hap. = £140 Oe de Mgo,13-
yFe203, MgFe2Os4, y FesO4. Las nanoparticulas de Mgo 13-yFe203 tenian un area mucho mayor que las de MgFe 04 y
Fes04. El area de pérdida por histéresis de CA mas grande del Mgp 13-yFe2O3 indica que tiene una mayor suavidad
magnética de CA (o una respuesta magnética de CA mas rapida). Por tanto, se puede demostrar que las
nanoparticulas de Mg 13-yFe2O3 segun la presente invencion exhiben una emision de calor gigantesca (o
excepcionalmente alta).

La Fig. 12 muestra gréaficos que representan la dependencia de Ms, Piotal, Ppsrdida de relajacion, Y X'm €n la concentracion
(x) de dopaje cationico de Mg?* de Mgx-yFe203. El X"m (Y Pperdida de relajacion) S€ incrementd drasticamente de 2,51 x 1073
emu-g'Oe™ (6,84 x 10° W/m3) a 7,574 x 10 emu-g'Oe™ (3,42 x 108 W/m’) aumentando la concentracion de dopaje
de iones de Mg?* hasta 0,13 y la Pyt se incrementd correspondientemente de 7,82 x 10 W/m® a 4x107 W/m3. Sin
embargo, el incremento adicional de la concentracién de dopaje de iones de Mg?* hasta 0,15 dio lugar a una reduccion
severa de X" m(Pperdida-relajacisn-Néel), Ms, ¥ Puotar. EI aumento de la concentracion de dopaje ionico de Mg?* de 0 a 0,13
durante la sintesis da lugar a la aceleracion de la ocupacion de los sitios vacantes de Fe por parte de los iones de
Mg?* en la red de y-Fe,O3; de modo que resulte en el aumento de la concentracion de dopaje de Mg?* que seria el
principal responsable de la mejora significativa de Ms (X" m). Por el contrario, la repentina disminucion de X" m, Piotal, ¥
Ms a x = 0,15 se puede suponer que se debe a la reduccién de la concentracion de dopaje de Mg?* en sitios vacantes
de Fe en y-Fe 03 resultado de la sustitucion de Fe®* en el sitio Oy, por cationes de Mg?*. En referencia a la Fig. 12, se
puede observar que las nanoparticulas de Mgx-yFe2Os emiten una gran cantidad de calor cuando x satisface
0,05 =<x<0,15. Las nanoparticulas de Mgx-yFe O3 tedricamente emiten la mayor cantidad de calor en el caso de
x = 0,13, y se puede observar que esto coincide con los resultados experimentales.

La Fig. 13 muestra graficos que representan la dependencia de la energia de anisotropia y el tiempo de relajacion de
Néel calculado con respecto a la concentracion (x) de dopaje catiénico de Mg?* en nanoparticulas de Mgx-yFe,O3. Se
cree que la razon fisica del evidente aumento de X" m (perdida-relsjacion-Neel) dependiendo de la concentracion de dopaje
cationico de Mg?* se debe principalmente al aumento de Ty (Tn mas rapido) que resulta del cambio de suavidad
magnética de CA o anisotropia magnética causada por la modificacién de la concentracion de dopaje de Mg?* en los
sitios vacantes de Fe de y-Fe20s.

La Fig. 14 muestra las caracteristicas del aumento de temperatura de calentamiento inducido magnéticamente en CA
de nanofluidos de Mgo,13-yFe20O3 dispersos en tolueno, etanol y agua desionizada medidos a una fa,. = 110 kHz y
Hap. = £140 Oe con una concentracién de 3 mg/ml. Con referencia a la Fig. 14, se puede confirmar que las
nanoparticulas de 6xido de hierro de Mgo,13-yFe203 segun la presente invencion tienen un valor de potencia de pérdida
intrinseca (ILP) de aproximadamente 13,9 nHm2?kg™ (en tolueno), 14,5 nHm?kg™ (en etanol) y 14,0 nHm?g"' (en
agua), respectivamente.

La Fig. 15 es un grafico para comparar los valores de ILP entre nanoparticulas de 6xido de hierro segun la presente
invencion y nanoparticulas superparamagnéticas previamente reportadas conocidas en la técnica. En referencia a la
Fig. 15, se puede confirmar que las nanoparticulas de 6xido de hierro segun la presente invencién tienen un valor de
ILP que es aproximadamente 100 veces mayor que el de las nanoparticulas de Fe3O4 comerciales (Feridex).

La Fig. 16 muestra graficos que representan las caracteristicas del aumento de temperatura de calentamiento inducido
magnéticamente por CA de nanoparticulas de Lio1s5-yFe203, Nag20-yFe203, Ko 1s-yFe203, y Cao1s-yFe20s,
respectivamente, en un campo magnético de CA bajo (fap. = 110 kHz, Hap. = £140 Oe). Se puede confirmar que todas
las nanoparticulas (Lio,15-yFe203, Nao20-yFe203, Ko1s-yFe203, y Cao1s-yYFe203) presentaban una Tcamax.
excepcionalmente alta por encima de 100 °C. Por lo tanto, se puede observar que todas las nanoparticulas de My-
yFe20s3 (M = Li, Mg, K, Na y Ca), que se obtienen dopando y-Fe.Os; con Mg o dopando con yFe;O3 con un metal
alcalino o alcalinotérreo diferente del Mg, presentan un alto autocalentamiento de CA en un campo magnético de CA
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bajo.

La Fig. 17 muestra los resultados obtenidos mediante una prueba de hipertermia in vitro con células U87MG después
del tratamiento con nanoparticulas magnéticas de Mgo 13-yFe203 y Resovist.

Las células U87MG se incubaron con 700 ug/ml de nanofluidos de Mgo 13-yFe2O3 y Resovist, como grupo control, para
la captacion celular. Las células se pusieron en el centro de una bobina magnética de CA, y se aplicd un campo
magnético de fap. = 99 kHz y Hap. = 2155 Oe (Hapi fap. = 1,22 x 10° Am's™") a las células durante 1500 segundos. Con
referencia al grafico del lado derecho de la Fig. 17, se puede confirmar que las células tratadas con los nanofluidos de
Mgo,13-yFe203 mostraron una Tcamax. (63,5 °C) mucho mas alta que Resovist (37,5 °C).

Con referencia a la Fig. 18 que muestra las imagenes del microscopio optico de células U87MG antes y después de
la hipertermia con nanofluidos magnéticos con nanofluidos de Mgo 13-yFe203, se puede confirmar que la necrosis
celular de U87MG resultd de una deformacion severa y se observo claramente una contraccion de la morfologia celular
causada por la energia térmica aplicada después de la hipertermia con nanofluidos magnéticos; todas las células
cancerosas fueron eliminadas por el calor. Con mas detalle, se confirmo que el 75 % de las células cancerosas fueron
eliminadas a 48 °C y que todas las células cancerosas quedaron completamente necrosadas a 63,5 °C. De este modo,
se demostro la biodisponibilidad de las nanoparticulas segun la presente invencion.

Por otro lado, la Fig. 19 es una imagen que muestra la imagen de microscopio éptico de células U87MG después de
hipertermia con nanofluido magnético con Resovist (grupo de control), y no se observaron células que sufrieran
deformacion o contraccion. Por tanto, se puede ver que la viabilidad celular dependia en gran medida de la temperatura
de calentamiento de CA.

La Fig. 20 muestra los resultados obtenidos mediante una prueba de hipertermia in vivo usando nanoparticulas
magnéticas de Mgo,13-yFe20:s.

Las ceélulas Hep3B transfectadas con luciferasa (para imagenes de bioluminiscencia, BLI) se crecieron
subcutdneamente en ratones (modelo de xenoinjerto de cancer).

100 pl de nanofluidos de Mgo,13-yFe203 se inyectaron intratumoralmente (100 pl, 11,5 pg/ul) en células cancerosas de
los ratones (~1000 mm?) a través del tejido blando usando una aguja doblada y se montaron termoémetros épticos en
las células cancerosas y el area del recto para monitorizar la temperatura.

A modo de comparacién, también se inyectaron intratumoralmente a los ratones Resovist (100 pl, 11,5 pg/ul) y
solucion salina normal (100 pl, 11,5 pg/ul), respectivamente.

Los ratones se pusieron en el centro de una bobina magnética de CA y se expusieron a un campo magnético de CA
(fap. = 99 kHz, Hapi = 155 Oe, Hapifap. = 1,22 x 10° Am's™") durante 900 segundos.

La temperatura del recto y la Hep3B inyectada con Resovist aumentaron ligeramente de 34 °C a 36,37 °C y 37,14 °C,
respectivamente. Sin embargo, la temperatura de las células Hep3B inyectadas con los nanofluidos de Mgo,13-yFe203
se incrementé rapidamente hasta 50,2 °C (temperatura de termoablacion).

La actividad de la Hep3B se analizé empleando una técnica de imagenes por bioluminiscencia (BLI). La Hep3B tratada
con los nanofluidos de Mgo,13-yFe203 no mostraron ninguna intensidad de BL desde el dia 2 después de la hipertermia
de nanofluidos magnéticos, mientras que los grupos de control aun exhibieron una fuerte intensidad de BL después
de la hipertermia con nanofluidos magnéticos. Ausencia de intensidad de BL significa que las células cancerosas
resultaron completamente necrosadas por hipertermia de nanofluidos magnéticos.

La Fig. 21 muestra graficos que representan los resultados obtenidos mediante una prueba de toxicidad de
nanoparticulas magnéticas de Mgo 13-yFe203 segun la presente invencion en células U87MG y células Hep3B. De este
resultado, se confirmd que las nanoparticulas de Mgo 13-yFe203 mostraban una alta biocompatibilidad (ausencia de
toxicidad) incluso en una concentracion mas alta (300 pg/ml).

La Fig. 22 muestra graficos que representan la tasa de supervivencia celular de nanoparticulas de Mgo 13-yFe2O3 y
nanoparticulas superparamagnéticas reportadas, determinada utilizando lineas celulares U87MG. Las nanoparticulas
de Mgo 13-yFe203 tenian una mayor biocompatibilidad (ausencia de toxicidad) con lineas celulares de U87Mg en
comparacioén con todas las demas nanoparticulas superparamagnéticas reportadas, incluso en una concentracion mas
alta (300 pg/ml). Las nanoparticulas reportadas (Fe3O4, CoFe;04, CoFe,0s@MnFe204) tienen una estructura cristalina
del Fez04. En el caso del Fe304, es probable que ocurra la reacciéon de Fenton y produzca un efecto toxico para las
células durante la internalizacion celular debido a los iones de Fe?* en la red de Fe;O4. Sin embargo, las nanoparticulas
de Mgo 13-yFe203, que son formas totalmente oxidadas de Fe;O4, solo tienen iones de Fe®* en el cristal reticular de y-
Fe;0s. Por lo tanto, se espera que la posibilidad de que ocurra una reaccién de Fenton sea extremadamente baja
durante la internalizacion celular. Como se ha descrito anteriormente, se demostrd a través de tanto de pruebas in
vitro como in vivo que las células cancerosas se podian destruir por completo utilizando nanoparticulas magnéticas
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segun la presente invencion. Por lo tanto, las nanoparticulas de éxido de hierro segun la presente invencion se pueden
utilizar clinicamente.

Hasta el momento, la presente invencion se ha descrito con referencia a algunas realizaciones junto con los dibujos
adjuntos. Aunque en el presente documento se usan términos especificos, debe entenderse que los términos tienen
solo el propdsito de describir las realizaciones de la presente invencion y no pretenden limitar la presente invencion.
Ademas, debera entenderse que diversas modificaciones, cambios, modificaciones y realizaciones equivalentes
pueden llevarse a cabo por los expertos en la técnica sin apartarse del alcance de la presente invencién tal como se
define en las reivindicaciones. Por lo tanto, el alcance de la presente invencion estara limitado unicamente por las
reivindicaciones acompafantes.
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REIVINDICACIONES

1. Nanoparticulas de éxido de hierro en las que y-Fe;O3 esta dopado con un metal alcalino o alcalinotérreo del grupo
formado por Na, K, Mg y Ca, en donde:

un sitio vacante de Fe de y-Fe;O3 esta dopado con metal alcalino o metal alcalinotérreo;
las nanoparticulas de 6xido de hierro estan representadas por Mgx-yFe203, en donde x satisface 0,05 < x < 0,15,
0 por Nap20-yFe203, 0 por Ko, 18-yFe203, o por Cap,1s-yFe20:s.

2. Las nanoparticulas de 6xido de hierro segun la reivindicacion 1, en donde las nanoparticulas de éxido de hierro
estan representadas por Mgo 13-yFe203 y tienen una potencia de pérdida intrinseca (ILP) de 13,9 nHm?/kg en tolueno,
14,5 nHm?/kg en etanol y 14,0 nHm?%kg en agua cuando se ponen en un campo magnético de CA de fap. = 110 kHz y
Hapi. = £140 Oe con una concentraciéon de 3 mg/ml.

3. Las nanoparticulas de 6xido de hierro segun la reivindicacion 1, en donde las nanoparticulas de 6xido de hierro
estan representadas por Mgo 13-YFe203 que presenta una temperatura de 180 °C, o por Nag 20-YFe203, Ko 18-yFe203, 0
Cap,18-yFe203 que presenta una temperatura superior a 100 °C, cada uno cuando se pone en un campo magnético de
CA de fap. = 110 kHz y Hapi. = £140 Oe.

4. Un método para preparar nanoparticulas de 6xido de hierro capaces de calentarse en un campo magnético de CA
bajo y biocompatible, comprendiendo el método:

la preparacion de nanoparticulas de Oxido de hierro en las que y-Fe;O3 esta dopado con un metal alcalino o
alcalinotérreo del grupo formado por Na, K, Mg y Ca, mezclando un precursor de Fe®*, un precursor de M* o M?* donde
M se selecciona del grupo que consiste en Na, K, Mg y Ca, un tensioactivo y un disolvente en una atmédsfera de
oxigeno para formar una mezcla, y descomponer térmicamente la mezcla a alta temperatura, al

(a) calentar una solucion mezclada de precursor de Fe3*, un precursor de M+ o M?* donde M se selecciona del
grupo que consiste en Na, K, Mg y Ca, un tensioactivo y un disolvente a una temperatura inferior al punto de
ebulliciéon del disolvente en una atmdsfera mixta de oxigeno y argén, seguido del mantenimiento de la solucién
mezclada a la temperatura durante un cierto periodo de tiempo;

(b) calentar la solucion mezclada nuevamente hasta el punto de ebullicion del disolvente en una atmdsfera mixta
de oxigeno y argon, seguido de mantener la solucion mezclada en el punto de ebullicion durante un cierto periodo
de tiempo;

(c) retirar la fuente de calor y enfriar la solucion mezclada hasta temperatura ambiente; y

(d) realizar la precipitacion y separacion del polvo de nanoparticulas agregando un disolvente polar a la solucion
mezclada y a continuacion realizar una centrifugacion, en donde:

un sitio vacante de Fe de y-Fe;O3 esta dopado con metal alcalino o metal alcalinotérreo;

las nanoparticulas de 6xido de hierro estan representadas

El Mgx-yFe20s3, en donde x satisface 0,05 <x<0,15, o por Nag20-YFe203, 0 por Ko 1s-yFe203, o por Cao,1s-
yFe20s.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el precursor de Fe®* y el precursor de M* o M?* comprende
al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en nitrato metalico, sulfato metalico, acetilacetonato
metalico, fluoroacetoacetato metalico, haluro metalico, perclorato metalico, 6xido de alquilo metalico, sulfamato
metalico, estearato metalico y compuestos metalicos organicos.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el tensioactivo comprende al menos uno de los acidos
organicos con la férmula quimica C,COQH, (Cn: hidrocarbono, 7 < n < 30), incluido el acido oleico, acido laurico, acido
estearico, acido miristico y acido hexadecanoico.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el nivel de dopaje se ajusta ajustando la cantidad de
precursor de Fe® o de precursor de M* 0 M?*,

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde las nanoparticulas de 6xido de hierro estan representadas
por Mgo,13-yFe203 que presenta una temperatura de 180 °C, o por Nag 20-YFe203, Ko 1s-yFe203, 0 Cap 1s-yFe203 que
presenta una temperatura superior a 100 °C, cada uno cuando se pone en un campo magnético de CA de
fap. = 110 kHz y Hap. = £140 Oe.
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FIG. 6

Mn F9204 Co F6204 NiFe204 Fe304

f.p.= 110 kHz, H,,; = 140 Oe

__ 140+

£ 1204

(]

.§ 1001

© -

] 60 CoFe 0

o i 2¥4

= 60 Fe,0

- 40:2:: / MnBFe4O
20 ] I ] ] ) l\ . 2 4

0 100 200 300 NIFe204

Tiempo (s)

14



ES2955867 T3

FIG. 7

S 15-
S~
0 y
23
g < 1,01
o {Fe2'/2red*t
-
c® 0,9
5 Fed*
= O
Q
8 T T T v T 4 T i !
7110 7120 7130 7140 7150
Energia del fotén (eV)
Mgp,13-7FEZ03
—————————— MgFe204
Fe304 (en bruto)
Op-O4, entre octaedros de borde compartido
% ] O;-T4 de esquina compartida
S _ 81 i
ET
OS5
0w
G .9
55
T O
E L
=0
§'c
=

Fe3O4 (en bruto)

15



ES2955867 T3

Fe
7003 O W Espectro 1

Recuentos

0 2 4 6 8 10 12 14
keV

FIG. 9

Bucle de histéresis de CC menor

—_
(&)

—
T. 7

Magnetizacion de CC (emul/g)
o

150 100 -50 0 50 100 150
Campo (Oe)

= Mg 13-7FE03

16



Magnetizacion de CA (u.a.)

Magnetizacion (emu/g)

—
cc o

P I

ES2955867 T3

FIG. 10

Mg 13-7FE2O3

Gosete- 00888080009
FC Op '8-0 * ....-.‘.-.

g 160K(Tp)
P
P
O
/
i o
[
& ZFC Campo de excitacion = 100 Oe

o

0 100 200 300 400
Temperatura (K)

FIG. 11

Bucle de histéresis de CA

(o2 T (=

34

Polvo fapr= 110 kHz, Hap, = 140 Oe

150 100 50 O 50 100 150

17



12

x" (1073 emulg-Oe)
co

Energia de anisotropia, K, (erg/cm3)

10

ES2955867 T3

FIG. 12

z
E 70 50
% ' /f Rotal
2 65'_ }__-——} L\{ L 40
5 60l g |
E . Valor M - 30
2 55- -
v . ] -20
s 50- _
:§ 45- n Pperdlda por relajacion | 10
S T e <« [
c 40 —L0
c;u’ 0 0, 05 0, 10 0, 13 0,15
Nivel de dopaje del cation Mg?*
60 16
—O—Energia de anisotropia
50 - @ —m-Tiempo de relajacion —14
de Neel calculado
—12
40 - 10
30 —8
—6
20 -
-4
10- P
0 | | | | | 0
0 005 010 013 0,15

Nivel de dopaje del cation Mg2*

18

Potencia (x10% W/m?3)

Tiempo de relajacion de NeeI,TN (x10° seg)



Temperatura (°C)

ES2955867 T3

FIG. 14

fap.= 110 kHz, Hap, = 140 Oe

70—
60
L T 2. W — Tolueno
7 — Etanol
40__ — Agua desionizada
30+ §
20 T T T T T-“M
0 300 600 900 1200 1500
Ti
'emPo (S€9) 4 mgiml SLP (Wig) ILP (nHm2 /Kg)
En tolueno 190 13,9
En etanol 198 14,5
En agua 192 14,0
) 14,0
157 ’
o 121 %
X
“E
£ 9 Otros grupos /
=N A
i 6+ ‘ 45 K /
3- /]
015 09 08 07 m 0,6 /
0":’*_ lql:—I I% |ﬂ|:_| T ]%I T
332 F L E QX
s L & £ o £
§ 8 X8 %
£
N =

19



fap.= 110 kHz, Hop1. = 140 Oe

140
© 120
® 100
80
60
40
20

Temperatu

fap.= 110 kHz, H,y = 140 Oe

140
120

80
60

40

Temperatura (°C)

ES2955867 T3

FIG. 16

LI0,1 5-’YF6203

| .
0 500 1000 1500 2000
Tiempo (seg)

- Ko 18-7Fe203

1001 ¢

20

0 500 1000 1500 2000
Tiempo (seg)

20

Temperatura (°C)

=

fap.= 110 kHz, Hop, = 140 Oe

Nag 2-vFeq03

0 500 1000 1500 2000
Tiempo (seg)

fap.= 110 kHz, H,y;. = 140 Oe

240 _Cag 18-1Fex0q
200 /

160/
120!
80|
40{

0 500 1000 1500 2000
Tiempo (seg)



ES2955867 T3

fap.= 110 kHz, Hap. = 140 Oe
707
60
50

Temperatura (°C)

40-\/’A

30 T T T T v L] hd 1

0 500 1000 1500 2000
Tiempo (seq)

— Mg 43-1Fe504
— Resovist

21



ES2955867 T3

22



ES2955867 T3

fap.= 110 kHz, Hap. = 140 Oe

52

w N~ BN
.p.

(o)

Temperatura (°C)

w
N

solucion

oo

o

Mgg 131FE9Oq

resovist

recto

Mgg 137

0 300 600 900 120015001800

salina

resovist FE203

normal

0 dias

Tiempo (seg)

2 dias

23

7 dias

Después
de O dias

Despué
de 7 dias

Después
de 14 dias_ '\\\R

barra

de escala

3'5,0x10 7




Tasa de supervivencia
celular (%)

ES2955867 T3

FIG. 21

Linea celular US7MG

)
i

NI R

N B 0O
°P3S S

0 10 30 50 100 300

Concentracion de nanofluidos (pg/ml)

Tasa de supervivencia

1 Mgo,13 -'YF6203

Linea celular Hep3B

120
1001 /R 1 Ff R Th i
£ 801 ¢ / 7187 2
'_:‘:60' ¢ ; g %
° 40 j 1
o / JBRZRNZEnY
201 | ¢ /]
1 | [ ¢
0Ll 4

0 10 30 50 100 300

Concentracion de nanofluidos (ug/ml)
] Mgo,13-y F6203
Fe304

24



Tasa de supervivencia celular (%)

ES2955867 T3

FIG. 22

Linea celular US7MG

100—{ gl 1

80—

N
o
I
L L L L AT
[
L L

P
I
LS

20—

L

L
L

0 10 30 50 100
Concentracion de nanofluidos (pg/ml)

I Voo 13-7Fe03
Fe30y

[ ] CoFey0y
CoFe04@MnFe,0y

25

300



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

