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RESUMEN
Las nanoparticulas magnéticas (MNPs) se han estudiado por su potencial para
combatir y tratar diferentes patologias, como el cancer, la trombosis, la
aterosclerosis, entre otras, debido a sus propiedades fisicoquimicas: morfologia,
tamanfo, cristalinidad, carga superficial y magnetismo. Sin embargo, el impacto de
las MNPs en el sistema vascular ain no se comprende por completo y se han
planteado preocupaciones con respecto a su posible toxicidad y efectos con el
corazén y los vasos sanguineos, objetivos principales en la interaccion de las MNP,
en aplicaciones como la imagenologia y la terandstica, al ser inyectadas
directamente en el torrente sanguineo. Con este fin, se utilizé la técnica de corazén
aislado y perfundido de rata o modelo de Langendorff y la técnica de anillos aislados
de aorta (segmentos de alrededor de 3 a 5 mm de tejido se tensan entre ganchos
para registrar cambios en el tono vascular bajo condiciones isométricas), para
disminuir el uso de animales vivos y determinar los efectos potenciales de las MNPs
en estos tejidos. A partir de estos analisis, es posible determinar indirectamente la
interaccion mediante el 6xido nitrico (NO), un mediador importante del control del
tono de los vasos sanguineos y su sefializacion mediante la contraccion y relajacion

en respuesta a estos nanomateriales.

Las MNPs fueron sintetizadas por dos rutas diferentes, coprecipitacion y reduccion
guimica, para obtener materiales magnéticos distintas morfologias (amorfa y barras
o hilos), cristalinidad (sin y con crecimiento preferencial), tamafio (promedio de
particula y radio hidrodindmico) carga superficial y recubrimiento de silicio mediante
el método de Stdber para observar, estudiar y analizar los efectos vasculares
inducidos por estas nanoparticulas en funcion de su morfologia y condiciones de

sintesis.

Los resultados mostraron que tanto el tamafio, la carga superficial y el recubrimiento
tuvieron gran contribucion a los efectos contractiles ya que es posible que provean
disponibilidad de los iones solubles Fe?* a la superficie de las MNP obtenidas lo que
pudo desencadenar los efecto contractiles tanto en corazén como en aorta a
concentraciones relativamente bajas (1, 10, 100 y 1000 pgmL-t), con una

consecuencia incremental sostenida desde las concentraciones mas pequefas que
I



elevan un 200% la presion dentro del corazon con respecto a la presion basal y la
tension en la aorta se eleva un 62% con respecto al control contractil de acuerdo
con lo encontrado en este trabajo. Estos efectos se observaron en ambos
independientemente de la morfologia, puesto que las MNPs recubiertas con silicio
de 800 nm tuvieron un efecto contractil reducido de alrededor del 60% a diferencia

de las MNPs sin recubrir. Esto puede indicar una probable interaccidn reversible

NO + Fe?* & Fe?* — NO entre los iones solubles Fe?* con las vias de sefializacion
del oxido nitrico (NO) que disminuyen en un 60% al ser recubiertas las MNPs. La
interaccion de las MNP con el tejido vascular parece ser determinado por el tamario,
carga y disponibilidad de lixiviacion de iones solubles en el medio (en este caso
agua), los cuales interactian en vias de sefializacion importante del funcionamiento
de contraccion y relajacion del musculo liso. Como trabajo futuro sera necesario
obtener el valor de la lixiviacion de cada material y la via de activacion del NO
(neuronal, inducible y endotelial) para determinar cuantitativamente la interaccion
de los iones Fe?* con el NO y su posible estimulacién en la regulacion de

transcripcion geénica.

Palabras clave: Contractilidad; Magnetita; Miocardica; Oxido Nitrico; Tono

Vascular Coronario



ABSTRACT
Magnetic nanoparticles (MNPs) have been studied for their potential to combat and
treat different pathologies, such as cancer, thrombosis, atherosclerosis, among
others, due to their physicochemical properties: morphology, size, crystallinity,
surface charge and magnetism. However, the impact of MNPs on the vascular
system is not yet fully understood and concerns have been raised regarding their
possible toxicity and effects on the heart and blood vessels, main targets in the
interaction of MNPs, in applications such as imaging and theranostics, when injected
directly into the bloodstream. To this end, the isolated and perfused rat heart
technique or Langendorff model and the isolated aorta ring technique (segments of
around 3 to 5 mm of tissue are stretched between hooks to record changes in
vascular tone under isometric conditions) were used to reduce the use of live
animals and determine the potential effects of MNPs on these tissues. From these
analyses, it is possible to indirectly determine the interaction through nitric oxide
(NO), an important mediator of the control of blood vessel tone and signaling through
contraction and relaxation in response to these nanomaterials. The MNPs were
synthesized by two different routes, coprecipitation and chemical reduction, to obtain
magnetic materials with different morphologies (amorphous and rods or wires),
crystallinity (without and with preferential growth), size (average particle and
hydrodynamic radius), surface charge and silicon coating using the Stéber method
to observe, study and analyze the vascular effects induced by these nanoparticles
based on their morphology and synthesis conditions. Results showed that size,
surface charge and coating had a major contribution to the contractile effects since
they may have provided availability of soluble Fe?* ions to the surface of the obtained
MNPs which could trigger the contractile effects both in heart and aorta at relatively
low concentrations (1, 10, 100 and 1000 pgmL-1), with a sustained incremental
consequence from the lowest concentrations that raised the pressure inside the
heart by 200% with respect to the basal pressure and the tension in the aorta rose
by 62% with respect to the contractile control according to what was found in this
work. These effects were observed in both independently of the morphology, since
the MNPs coated with 800 nm silicon had a reduced contractile effect of around 60%



unlike the uncoated MNPs. This may indicate a probable reversible interaction NO +

Fe?* & Fe?t — NO between soluble Fe?* ions and nitric oxide (NO) signaling
pathways that decrease by 60% when MNPs are coated. The interaction of MNPs
with vascular tissue seems to be determined by the size, charge and availability of
soluble ion leaching in the medium (in this case water), which interact in important
signaling pathways for the contraction and relaxation function of smooth muscle. As
future work, it will be necessary to obtain the leaching value of each material and
the NO activation pathway (neuronal, inducible and endothelial) to quantitatively
determine the interaction of Fe?* ions with NO and its possible stimulation in the

regulation of gene transcription.

Keywords: Coronary Vascular Tone; Magnetite; Myocardial Contractility; Nitric

Oxide; Silicon



AGRADECIMIENTOS
A la Universidad Auténoma de Querétaro (UAQ) y la Divisién de Investigacion y
Posgrado de la Facultad de Ingenieria (DIPFI), por formarme como doctorante a lo
largo del programa doctoral.
A la Universidad Autonoma de San Luis Potosi (UASLP) y la Facultad de Ciencias
Quimicas, por recibirme y brindarme los medios e infraestructura para realizar los
experimentos bioldgicos cruciales para la realizacion del proyecto.
Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por otorgarme el apoyo
econdémico para la obtencion del grado.
A mis padres José Roberto Vargas Ortiz y Maria Gabriela Ortiz Yafiez y mi hermana
gue siempre estuvieron conmigo apoyandome y alentdndome en todos los altibajos
a lo largo de este viaje. Los amo mucho. Este trabajo es para y por ustedes.
A mis sinodales, que sin sus comentarios y apoyo a este trabajo no hubiera
alcanzado a ser el escrito completo que es hoy.
En especial agradecer a mis amigos quienes estuvieron presentes desde la
licenciatura alentandome dia a dia a terminar el proyecto. Sin ellos, este documento

no existiria.



“Life is brilliant. Beautiful. It enchants us, to the point of obsession.
Some are true to their purpose, but they are shells, flesh, and mind.
g

What is it that drives you?”

- Aldia, Scholar of the first sin

\



INDICE

RESUMEN ... e s e aane I
Y 013 = (o PP PPPPPPPPP Il
PN e | = To [=Tod [0 a1T=T 01 (01 F PP P PPPPPPPPP Vv
INMOICE ettt ettt ettt ans 1
1Yo [Te=Ne [ i To U 7= TR 5
INCICE A8 TADIAS .....eeeveeeeeee et 11
GlOSANIO .o 12
(0= T o1 (1] (o 18 TSRO 15
[ | 1 To [F o] ox o] o NPT PTPPP PP 16
1.1.1. Nanoparticulas magnéticas y-Fe203 Yy Fe3O04......cccccvvvvvviiiiiininnnnnnnn. 19
(T o 11 (1] (o T | PO 21
1. JUSHIFICACION ... 22
(O o 11 (1] (o TN || PSOTR 23
Il. Descripcion del Problema ............ccoooeeiiiiiiiicie e 24
(@2 T 1 (1] (o 11 SRR 25
V. FUuNdamentacion TEOFMCA .......ccovviiuuiiiiiieee e e 26
IV.1. Nanoparticulas Magnéticas: Oxidos de Hierro (y-Fe203, Fez0a)......... 26
V.2, RECUDINMIENTOS. ... 28
IV.2.1. SHCIO ceeiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee et 29
IV.2.2.  SuperparamagnetiSIMO........cooeeiiiiiieeee e 29
IV.2.3.  Morfologiay cristalinidad ... 31
V.3,  SIStEMA VASCUIAT ......cco oo 34
[V.3.1.  VAS0S COMONAIIOS ....ccooiieieeeeee et 35



IV.3.2. Modelos de tejido aislado eX VIVO ..........cooeeeeeiiiiiiiie 38

IV.3.2.1 Corazon de roedor aislado y perfundido o técnica de Langendorff

39
IV.3.2.2  Anillos aislados de @orta.............ceevvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee 40
IV.3.3. Contraccion y relajacion: activadores y sustancias vasoactivas...... 40
IV.4.  LiXiVIaCiON 08 FEZF ......vviiiiiie ettt 44
IV.5. Modelos eStadiStiCOS ........cooevieiiiiie e 47
CaAPITUIO Vo 50
V. HipOteSiS Y ODJELIVOS .....cooiiiiieiiie e 51
HIDOLESIS ...ttt e e e e e e e e e e e e e 51
ODJETIVO GENETA ... .uuiiiiiiiiiiiiiiiet bbb nnnnanae 51
ODbjetiVoS ESPECITICOS. .. .uiiiiiieiiiiiiiieeeee e 51
(O o1 (1] (o 10 4 SO 52
VI. MEtOdOIOGIA ... .cceeeeeieee e ———— 53
VI.1. Sintesis de 10S Materiales............uuuuuuuriimmimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeaneeaeaes 53

VI.1.1. Sintesis de nanoparticulas de Fe?*Fe3*204 en forma de hilos

mediante reduccion quimica (RQ): .....uueeiiiieiiiiiiiieee e 53

VI.1.2. Sintesis de nanoparticulas de Fe?*Fe3*204 amorfas coprecipitacion

QUIMICA (CQ): etetiiieeeee ettt et e ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e e e nnnbbeeeeaeaeeeeanns 54
VI.1.3. Recubrimiento de las nanoparticulas con siliCio........................... 55
VI.2. Caracterizacion FiSICOQUIMICA..........oooeeeieiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 55
VI.3. Abordajes BIOlIOQICOS ..........coiiiieiiiiiiece e 56
VI.3.1. Unidades Experimentales.............cccccooiieiiiiiiiiiieiiiii e, 56

VI.3.2. Preparacion del corazén aislado y perfundido de rata o técnica de

Langendor ... ... 56

VI.3.3. Preparacion anillos aislados de aorta de rata...............ccc..eveeeee 57



VI.3.4,  TralamiCNOS . e e 58

VI.3.5. Determinacion de Oxido Nitrico (NO) .....c.cccveveeerieecirireie e 59
(@1 o1 (1] (o TN 4 | ST 61
VII.  ResultadoS Y DISCUSION ........uuiiiiieeeieeeeeee e e e 62
VII.1. Caracterizacion Fisicoquimica de las nanopatrticulas ...................... 62
VIIL1.1. Morfologia, tamafio y composicién (SEM, TEM, PZ) ................ 62
VII.1.2. Carga y radio hidrodindmico (PZ) ........cccoeeveeeiiiiiiiiiiiiiiee e, 67
VIIL1.3. Sensibilidad magnética (MS)..........coouviiiiiiiieeeieeee e, 75
VIl.1.4. Cristalinidad ... 76

VII.2. Pruebas BiolOgICas .........cooviiiiiiiiiiiiie e 83

VIl.2.1. Evaluacion de las MNP en corazén aislado y perfundido de rata
84

VIl.2.2. Evaluacion de las MNP en segmentos de anillos aislados de aorta
de rata 96

VII.3. Modelo estadistico de analisis de componentes principales (PCA)105

(0T o111 ] (o IV A | | USRS 110
CONCIUSIONES ... 111
PErspectivas @ fUTUIOD ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 112
Referencias BibliOgraficas. ..o 113

(0721 (1] (o 10 I PR 126
RV PR Y 0 T= o To | (012 127

A.l1. Solucion fisiologica para la preparacion del Langendorff .................. 127
A.2. Solucion fisiologica para la preparacion de los anillos aislados ........ 128
A.3. Técnica de perfusion de corazon de Langendorff................cccceeee. 129
A.4. Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Transmision (TEM)...... 130
A5, Potencial Zeta..........oooooiiii e 133



A.6.  Susceptibilidad MagnétiCa............cceeveeeiiiiiiiiiiiiiieee e 134

A.7. Difraccion de Rayos X (XRD) ....ccoevuuiiiiiiie e 136
A7.1  MEtodO A€ SCNEITEN.....uuiiiiiiieiiiiiiiie et 137
A.7.2  Meétodo de Williamson-Hall.............c.ooveiiiiiiiiiieei 137
A7.3  Analisis RietVeld ..o 138

A.8. Cadigo de analisis PCA. Software Ry Rstudio .............ccccevvvvienennnn. 140



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.- Linea de tiempo de los medios de contraste. ..........ccccceeeeviiiivviieeeennnn. 18
Figura 2.- Diferentes aplicaciones de las nanoparticulas magnéticas en distintos
sectores de la industria y mediCina [38]. ......cccevviiiiiiiiiiiiie e 20
Figura 3.- a) Estructura de la subcelda de la Magnetita, octaedros (Fe3*) y tetraedros
(Fe?*) y sus radios atémicos. Imagen creada con el software VESTA. ................. 26
Figura 4.- Planos cristalinos a) (1 1 1) y b) (1 0 0) en la celda unidad de la magnetita.
Imagen creada con el software VESTA. .........uiiii i e eeanns 27
Figura 5.- Representacion del recubrimiento de silicio mediante el método de
S (0] 1= PSR 29
Figura 6.- Representacibn esquematica de la interaccion de intercambio. El
requisito de que la funcién de onda del electron sea antisimétrica tiende a separar
electrones con el mismo espin, lo que reduce su energia de Coulomb [84]. ........ 31
Figura 7.- Distintos niveles de ordenamiento atomico. a) Sin ordenamiento (&tomos
de helio). b) Ordenamiento de corto alcance (moléculas de agua). c) Ordenamiento
de corto alcance (silicio amorfo en vidrio). d) Ordenamiento de largo alcance (celda
de OXido de CalCi0) [B8]. ....evvrueiiii e 32
Figura 8.- Vista anterior de la seccion frontal del corazén con corte transversal
mostrando anatomia iNterNa [98].........uueiiiiiiiiiiiieieee e 35

Figura 9.- Esquema de las ramificaciones del sistema coronario vascular. Imagen

10 =N 36
Figura 10.- Comparacién de tamafio entre un eritrocito (7.5 pm o 7500 nm) y una
nanoparticula (75 NM) [L110]. ..oeeeiiiiiiiiiiiee e 37

Figura 11.- Vias de sefalizacion de la contraccion del musculo liso por agonistas y
despolarizacion [L26]. ........couuuiiiiee e 42

Figura 12.- Via de accion del efecto de la acetilcolina dentro del musculo liso. [98].

Figura 13.- Vias de sefializacién del efecto de la fenilefrina (Phe) en el musculo

cardiaco y su efecto contractil. [98]. .......vvuuiiiiiiiiie e 44



Figura 14.- Descripcion general de las interacciones del 6xido nitrico y el hierro con
las reacciones biolégicamente mas relevantes en las que podria intervenir [133],
X | PR 46
Figura 15.- El uso de animales en los andlisis toxicolégicos puede ser mitigado
utilizando modelos predictivos. IMagen Propia. ................eeeeeeeeimmmmmmmmmmmnnneniinnneenenn. 47

Figura 16.- Representacion grafica de la proyeccion de componentes principales

ST PP E PP PPPPPRPPI 49
Figura 17.- Diagrama representativo de las diferentes MNP sintetizadas. ........... 53
Figura 18.- Sintesis de nano hilos magnéticas mediante reduccion quimica. ...... 54

Figura 19.- Sintesis de nanoparticulas amorfas mediante coprecipitacion quimica.

.............................................................................................................................. 54
Figura 20.- Método Stbber para recubrimiento de nanoparticulas de silicio. ........ 55
Figura 21.- Esquema del equipo Langendorff de corazon de roedor.................... 57
Figura 22.- Esquema del equipo de anillos aislados de aorta. ............cccoeeeeeeeennns 57

Figura 23.- Representacion grafica del registro obtenido del equipo Langendorff.

Figura 24.- REACCION U8 GIIESS. ...uuuuiiiiiiieeieiiiiiiiieiee e e e et e e e e e e eeee e s 59
Figura 25.- Representacion grafica del método de Griess para determinacion
iNdirecta de OXIAO NITFICO. ... ..uuueiiiiiiiiiiiiiiiii e ensannaennennnnnnene 60
Figura 26.- Micrografias SEM de las MNP sin recubrir. Nanoparticulas sintetizadas
mediante coprecipitacion quimica (CQ) a (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C
(amorfas) y reduccion quimica (RQ) a (D)120°C, (E) 160 °Cy (F) 200 °C............. 64
Figura 27.- Micrografias TEM de las MNP sin recubrir. Nanoparticulas sintetizadas
mediante coprecipitacion quimica (CQ) a (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C
(amorfas) y sus respectivos tamafios (D)120°C, (E) 160 °Cy (F) 200 °C. ............ 65
Figura 28.- Micrografias TEM de las MNP sin recubrir. Nanoparticulas sintetizadas
mediante reduccion quimica (RQ) a (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C (hilos) y sus
respectivos tamafos (D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C. ...........uuummmmmmmmmmmrminnnnnnnnns 66
Figura 29.- Carga superficial de las diferentes temperaturas (A)120°C, (B) 160 °C y
(C) 200 °C y radio hidrodinamico (D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C de las particulas
AMOITAS CQ. ettt e e e e e e e et e e e et e e et e e e e e e e eaaaans 69



Figura 30.- Carga superficial de las diferentes temperaturas (A)120°C, (B) 160 °C y
(C) 200 °C y radio hidrodinamico (D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C de las particulas
amorfas recubiertas SIMNP CQ. ........iiiiiiiiiii e e 70
Figura 31.- Carga superficial de las diferentes temperaturas (A)120°C, (B) 160 °C y
(C) 200 °C y radio hidrodinamico (D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C de los hilos
MAGNELICOS RQ.. i e e e et e e e e e e e e e e e taa e e e eaeeeennnes 73
Figura 32.- Carga superficial de las diferentes temperaturas (A)120°C, (B) 160 °C y
(C) 200 °C y radio hidrodinamico (D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C de los hilos
magneéticos recubiertos SIMNP RQ. .......cooiiiiiiiiiiiiieeee e 74
Figura 33.- Curvas de magnetizacion de histéresis magnética de las particulas
amorfas CQ (A) e hilos magnéticos RQ (B).......ccovvvviiiiiiiiieeiiieeiiie e, 76
Figura 34.- Estructura de la magnetita propuesta de crecimiento en la sintesis de
reduccion y coprecipitacion quimica. Se observa una linea de hierro en el plano (1
1 1) donde pueden estar creciendo las particulas amorfas. Se marca el plano (4 4
(0 elo] 0.0 [0 T =1 I o] F= U s T 1 PSP 76
Figura 35.- Difractogramas de las particulas amorfas CQ (A) sin recubrir y (B)
recubiertas de SIlICIO. .........ooviieiii e eeaees 78
Figura 36.- Difractogramas de los hilos magnéticos RQ (A) sin recubrir y (B)
rEeCUDIErtas de SIlICIO. .......uuuueiiiiiiiiiiiii e aeennnnnnnnnne 79
Figura 37.- Refinamientos Rietveld de las particulas amorfas CQ a (A) 120°C, (B)
L160PC Y (C) 2000C. ... .. eeieieieeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aab b aaeeaeas 82
Figura 38.- Registros representativos de los controles aplicados (sustancias
vasoactivas). Fenilefrina (Phe) como control contractil y acetilcolina (ACh) como
CONTIOl FEIAJANTE. ... 84
Figura 39.- Diagramas representativos de los registros de las concentraciones
crecientes de MNP amorfas CQ sin recubrir a (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C en
corazones Perfundidos de rata. ...........ooeeiiiiiiiiiiice e 87
Figura 40.- Datos estadisticos obtenidos de los registros del sistema de corazon
perfundido Langendorff y los valores de Oxido nitrico para las MNP amorfas a las
diferentes temperaturas (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C y (D)120°C, (E) 160 °C



y (F) 200 °C. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una via contra el
control; *P < 0.05, **P < 0.0L. .oeuiiii i ————— 88
Figura 41.- Diagramas representativos de los registros de las concentraciones
crecientes de MNP amorfas CQ recubiertas a (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C en
corazones Perfundidos A€ Fatal. ........oooveeeeeeee e 89
Figura 42.- Datos estadisticos obtenidos de los registros del sistema de corazon
perfundido Langendorff y los valores de Oxido nitrico para las MNP amorfas
recubiertas a las diferentes temperaturas (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C y
(D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C. Los datos fueron analizados mediante ANOVA
de una via contra el control; *p < 0.05, **p < 0.01. ..., 90
Figura 43.- Diagramas representativos de los registros de las concentraciones
crecientes de los hilos magnéticos RQ sin recubrir a (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200
°C en corazones perfundidos de rata. ...........cevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 92
Figura 44.- Datos estadisticos obtenidos de los registros del sistema de corazon
perfundido Langendorff y los valores de éxido nitrico para los hilos magnéticos a las
diferentes temperaturas (A) 120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C y (D)120°C, (E) 160 °C
y (F) 200 °C. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una via contra el
control; *P < 0.05, **P < 0.01. ..o 93
Figura 45.- Diagramas representativos de los registros de las concentraciones
crecientes de los hilos magnéticos RQ recubiertos a (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200
°C en corazones perfundidos de rata. ...........cevvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 94
Figura 46.- Datos estadisticos obtenidos de los registros del sistema de corazon
perfundido Langendorff y los valores de 6xido nitrico para los hilos magnéticos
recubiertos a las diferentes temperaturas (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C y
(D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C. Los datos fueron analizados mediante ANOVA
de una via contra el control; *p < 0.05, **P < 0.01. .....ceiiiiiiiiiiiicee e, 95
Figura 47.- Registro representativo que muestra los efectos inducidos por las
sustancias vasoactivas fenilefrina (Phe) y acetilcolina (ACh) utilizadas como
controles de contraccion y relajacion vascular respectivamente en el fisiégrafo de

(=] {0 [ T3>V IS F= o [0 1 96



Figura 48.- Registros representativos del fisiografo de anillos de aorta de las
nanoestructuras amorfas A) 120°C y C) 200°C y sus valores estadisticos B) 120°C
y D) 200°C sin recubrimiento. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una
via contra el control; *p < 0.05, **P < 0.01. ...covviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 97
Figura 49.- Registros representativos del fisiografo de anillos de aorta de las
nanoestructuras amorfas A) 120°C y C) 200°C y sus valores estadisticos B) 120°C
y D) 200°C con recubrimiento de silicio. Los datos fueron analizados mediante
ANOVA de una via contra el control; *p < 0.05, **p < 0.01. ...cooooiiiiiiiiiiiiieneeennnns 99
Figura 50.- Registros representativos del fisibgrafo de anillos de aorta de los hilos
magneéticos A) 120°C y C) 200°C y sus valores estadisticos B) 120°C y D) 200°C sin
recubrimiento. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una via contra el
control; *P < 0.05, ¥*P < 0.0, oouuiiiii e 100
Figura 51.- Registros representativos del fisibgrafo de anillos de aorta de los hilos
magneéticos A) 120°C y C) 200°C y sus valores estadisticos B) 120°C y D) 200°C
con recubrimiento. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una via contra
el control; *p < 0.05, **P < 0.0L. ..o 101
Figura 52.- Valores de 6xido nitrico del sistema de anillos aislados de aorta los para
los hilos magnéticos recubiertos a las diferentes temperaturas (A)120°C, (B) 200 °C.
Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una via contra el control; *p <
0.05, **P < 0.0L. ooiiiiiiiii e e e a e e e e e 102
Figura 53.- Posibles efectos de las estructuras amorfas CQ A) sin recubrir y C)
recubiertas, asi como los hilos magnéticos RQ B) sin recubrir B) y D) recubiertas en
€l LEJIAO VASCUIAT. ... ... e e e e e e e e eaaanns 104
Figura 54.- Diagrama de PCA de distribucion de individuos (materiales magnéticos)
Y SU SIMIlitud €Ntre €ll0S. ......oovviiiiiiiiiiiiiieieeee e 106
Figura 55.- Diagrama de PCA de contribucién de variables (materiales) y su
SIMIlItUD €NEIE ElI0S. ... 107
Figura 56.- Diagrama completo PCA de distribucion de individuos (materiales) y sus
V2= L= o] [ 108



Figura A 1.- Diferentes longitudes de onda permiten observar diferentes
propiedades en los materiales. Microscopio Optico, microscopio de barrido y de
L= 5] 1S3 o T 1201 S 130
Figura A 2.- Sefales generadas cuando un haz de electrones de alta energia
interactia con una muestra delgada, la direccién no es necesariamente la direccion

gue toman las radiaciones dispersas. La mayoria de estas sefales se pueden

detectar en diferentes tipoS de TEM............ciiiiiiiiiiiiiiccee e 131
Figura A 3.- Posible distribucion de cargas entre dos fases mostrando soélo la
distribucion del eXCeSO 08 CArga. .......cuuuveiriiiieeeiiiiiiee e 133
Figura A 4.- Diagrama del funcionamiento del magnetémetro. ............ccccceeee.. 134

Figura A 5.- Representacion de la difraccion de los rayos X dentro de una estructura

(o] £ 1] = 11 4 1= VRO 136

10



INDICE DE TABLAS

Tabla 1.- Ensayos toxicologicos de nanoparticulas magneticas. ..........cccceeeeeeennee 17

Tabla 2.- Tamafos obtenidos mediante DLS en potencial Z de las MNP, amorfas e

LS. e 71
Tabla 3.- Valores de tamafio de cristalito y tension obtenidos de los difractogramas
de CQ y RQ mediante Williamson - Hall. ..............c.ooooiiiiiiii e, 80

Tabla 4.- Porcentajes de las diferentes fases obtenidas de los refinamientos
Rietveld de las particulas amorfas CQ. .........uuuiiiiiieiiiiiiicci e 81

Tabla 5.- Valores obtenidos de las propiedades y efectos provocados por las MNP.

Tabla A 1.- Solucién Madre de la solucion fisiologica de Krebs. Esta solucion se
AIMACENA @ 4°C. ..o 127
Tabla A 2.- Solucién Krebs. Esta solucién es preparada en el MOMENTO del
experimento y NO puede ser almacenada. ...........cooooevveeeieeeeeeeeeeeeee 127
Tabla A 3.- Solucién fisiologica para anillos aérticos. Esta solucion se almacena a
2 PR OPPRPPR 128

11



GLOSARIO

pgdL

Microgramos por decilitro
pm

Micrémetro

MM

Micromolar

AC

Adenilil ciclasa

ACh

Acetilcolina

Am?kg?

Ampere  metro cuadrado  sobre
kilogramo, unidad de magnetizacion

dependiente de la masa
AMCSD

Base de datos mineralogistas de
estructuras cristalinas estadounidenses

ANP

Péptido natriurético atrial
ATP

Adenosin trifosfato

CaM

Calmodulina

cGMP

Guanosin monofosfato ciclico
CPI-17

Inhibidor de proteina
potenciado por C-quinasa

fosfatasa 1

12

DAG
Diacilglicerol
EDS

Espectroscopia de dispersion de energia
de rayos X

g

Gramos

GC

Ciclasa guanina

GPCR

Receptores acoplados a la proteina G
Gq

Proteina G tipo q

Gs

Proteina G tipo s

GTP

Guanosin trifosfato

IP

Intraperitoneal

IP3

Inositol trifosfato

IPsR

Receptor de inositol trifosfato

kHz

de

Kilo Hertz, unidad de medida

frecuencia

LoVo



Linea celular obtenida a partir de

metéstasis para pruebas de cultivo
mgkg*

Miligramo por kilogramo

mgmL-1

Miligramo por mililitro

MLC

Miosina de cadena ligera

MLCK

Kinasa de miosina de cadena ligera
MLCP

Fosfatasa de miosina de cadena ligera
mLmin-t

Mililitro por minuto

mmHg

Milimetros de mercurio

MNP

Nanoparticulas magnéticas

Ms

Saturacién magnética

mV

Milivolts

N2

Nitrégeno diatbmico

nm

Nanometros

NO

Oxido Nitrico

13

Nore

Norepinefrina

PDE3

Fosfodiestrasa cAMP-dependiente tipo 3
PIP2

Fosfatidilinositol difosfato

PKC

Proteina kinasa C

PKG

Proteina kinasa dependiente de cGMP
PLC

Fosfolipasa C

PP

Presion de perfusion

ppm

Partes por millén

ROCK

Kinasa Rho

SEM

Microscopia electronica de barrido
TEM

Microscopia electronica de transmision
XRD

Difraccion de rayos X

Bz, B2

Receptores adrenérgicos beta

mT



Militesla

CcQ

Particulas amorfas

RQ

Hilos magnéticos

14



CAPITULO |

INTRODUCCION



I. Introduccién

Como cualquier tipo de material, los materiales nanoestructurados se deben
someter ante métodos de ensayo para evaluar su toxicidad y el impacto que tendran
sobre la salud, independientemente de si seran utilizados para el sector médico o
no. La legislacion REACH (registro, evaluacion, autorizacion y restriccion de
sustancias quimicas) en la Union Europea se encarga de regular a los agentes
quimicos [1] cuenta con un apartado que establece que un material
nanoestructurado compuesto por menos del 50%, se clasifica como un material en
bulto, sin tomar en cuenta su diseminacién al medio u organismos bioldgicos.

Entre estos ensayos destacan las pruebas in vivo, in vitro [2] y las pruebas ex vivo,
donde un 6rgano diana (corazén, pulmones, rifidn, higado) se mantiene en un
sistema controlado fuera del cuerpo para observar sus interacciones con un
principio activo en tiempo real [3]-[5]. A diferencia de los otros métodos, las pruebas
ex vivo presentan ventajas importantes, la obtencion de resultados en tiempo real,
el reducido costo a largo plazo y la menor cantidad de animales vivos utilizados, por
mencionar algunas [6].

El hierro, considerado como metal pesado, es un material con efectos adversos en
bulto, presentados en concentraciones alrededor de 350 ugdL™ [7]. Es ampliamente
conocido que los nanomateriales poseen propiedades diferentes a sus contrapartes
a escala macroscopica, y se han llevado a cabo estudios para determinar la
toxicidad que presentaran en diversos 6rganos del cuerpo con materiales diferentes
[8]. se puede presentar la lixiviacion de distintas especies idnicas, en estado ferroso
(Fe?*) el cual es insoluble o en estado férrico (Fe3*), el cual puede interferir
directamente con agentes enddgenos relacionados a agentes organometalicos
biolégicos como el oxigeno molecular (O2) y 6éxido nitrico (nitratos, NOz, nitritos,
NOs3) un importante mediador en el musculo cardiaco [9] que presentan hierro en su
estructura (hemoglobina, Fe?*). El NO es un radical libre sintetizado por la NO-
sintasa endotelial (eNOS), sintasas neuronales (NNOS) e inducibles (iNOS) [10]
cuyas funciones, al menos en los vasos sanguineos, son imitadas por la clase de
farmacos nitrovasodilatadores, incluidos el trinitrato de glicerilo y el nitroprusiato de
sodio, que actian como una fuente exdgena de NO. Por lo tanto, se puede
considerar al NO endégeno como el "nitrovasodilatador endégeno” del cuerpo [11].

Los nanomateriales se encuentran en los primeros pasos para determinar su
impacto sobre tejidos bioldgicos. Sin embargo, estudios sobre un mismo material en
distintos tejidos dentro del cuerpo han presentado resultados contradictorios y
controversiales dependiendo del tipo de tejido al que fueron sometidos estos
materiales (Tabla 1)[12], por lo que su regulacion debe ser especializada y sefialada
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de forma correcta para evitar asi un efecto mayor en la sociedad y el medio
ambiente.

Tabla 1.- Ensayos toxicolégicos de nanoparticulas magnéticas.

Tejido Estudiado Método Efecto reportado Referencia
Fibroblasto ("TERT | Tintura BrdU Muerte celular. [13]-[15]
humano)

Células de pulmén Tintura TB, ROS, Lesiones oxidantes | [16]
(A549) Comet DNA (Comet).

Bajo — no toxicidad

(TB, ROS).
Células higado MTT, LDH No toxico hasta [16]
(BAL3A rata) 100pgmL™.

Fuga de LDH.
Células madre Comet No hubo efecto [17]
mesenquimales significativo.
(MSC humano)
Células de rifion MTT, MTS Reducida viabilidad | [17], [18]
(Cos-7 mono) celular.
Macrofago MTS, BrdU Reducida viabilidad | [19]
(humano) celular después de

7 dias (20%)

Células nerviosas MTS, LDH Produccion elevada | [20], [21]
(humano) de MTS
Células endoteliales | Tintura Pl, Redox Internalizacion [20], [21]
(BAECS) celular, viabilidad
celular 80 + 3%
Céncer (multiples) MTT Alta viabilidad [20], [21]
celular >90%
Musculo liso (A10 Redox Sin toxicidad [22]
rata)
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Debido a la importancia de la rapidez, eficacia y precision en la deteccion temprana
y confiable de ciertas enfermedades dentro del cuerpo humano, la imaginologia
juega un papel crucial dentro del diagnéstico, para lo cual se han utilizado diversos
agentes de contraste para poder visualizar con mejor resolucion al diferenciar mejor
entre tejido sano y anormal lo que ocurre dentro del cuerpo humano, tales como
gadolinio, manganeso y bario [23]-[27].

Figura 1.- Linea de tiempo de los medios de contraste.

Sin embargo, estos agentes son utilizados en promedio una tercera parte de los
andlisis dado su riesgo de presentar efectos adversos severos en pacientes
pediatricos [28]. Los agentes de contraste para resonancia magnética nuclear
(RMN) se clasifican segun sus caracteristicas especificas:

e Composicion quimica (incluida la presencia o ausencia de atomos metélicos)

¢ Via de administracion (oral o intravenosa)

e Propiedades magnéticas

e Efecto sobre la imagen de resonancia magnética

e Biodistribucion (liquido extracelular y acumulacion de sangre)

e Aplicaciones de formacion de imagenes (agentes especificos de

organo/objetivo)

La mayoria de estos agentes son complejos de iones paramagnéticos o particulas
de magnetita superparamagnética y contienen elementos lantanidos como gadolinio
(Gd®**) o manganeso de metal de transicion (Mn?*) [29]. Estos elementos acortan el
tiempo de relajacion T1 o T2, lo que provoca un aumento de la intensidad de la sefial
en las imagenes ponderadas en T1 o una intensidad de sefial reducida en las
imagenes ponderadas en T2 [30]. La relajacion T1 es el proceso por el cual la
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magnetizacion neta (M) crecelregresa a su valor maximo inicial (Mo) paralelo al
campo magnético externo (Bo). La relajacion T1 se conoce también como relajacion
longitudinal, térmica o relajacion de red de espin. La relajacion T2 por otro lado, es
el proceso por el cual los componentes transversales de la magnetizacion (Mxy)
decaen o se desfasan [31].

La mayoria de los agentes de contraste paramagnéticos son agentes positivos, los
cuales acortan el tiempo de relajacion T1, por lo que las partes realzadas aparecen
brillantes en las imagenes ponderadas en T1. El disprosio, los agentes
superparamagnéticos y los agentes ferromagnéticos son agentes de contraste
negativos [27], [32], mientras que las partes realzadas aparecen mas oscuras en las
imagenes ponderadas en T2 [30]. Los agentes de contraste de MRI que incorporan
agentes quelantes reducen el almacenamiento en el cuerpo humano, mejoran la
excrecion y reducen la toxicidad [33]; aunque requieran ser utilizados de forma casi
inmediata debido a sus bajas vidas de anaquel [34].

l.1.1. Nanoparticulas magnéticas y-Fe203y Fe3O4

Las nanoparticulas compuestas por 6xido de hierro magnéticas, Fe3sOs (magnetita)
y y-Fe203 (maghemita) con quimica superficial modificada se consideran materiales
prometedores para la hipertermia del fluido magnético (MFH) debido a su estabilidad
guimica y propiedades magnéticas innatas [35].

Actualmente, muchos productos cotidianos que contienen nanoparticulas
magnéticas (baterias, revestimientos, material textil aséptico, cosméticos) se
encuentran circulando el mercado [36], [37], mejorando las propiedades de estos
productos. Si bien los nanomateriales pueden ofrecer oportunidades técnicas y
comerciales (Figura 2), también pueden presentar riesgos sanitarios y ambientales.
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Figura 2.- Diferentes aplicaciones de las nanoparticulas magnéticas en distintos sectores de la industria y
medicina [38].

Dadas las propiedades magnéticas de estas nanoparticulas y su eminente contacto
con seres humanos, se requiere un analisis oportuno, al igual que cualquier otra
sustancia en el mercado, para asegurarse de que sus usos se evallen de forma
adecuada y que los riesgos se controlen apropiadamente, tal es el objetivo de esta
propuesta mediante andlisis de tejido vascular en modelos fisiol6gicos ex vivo, que
permiten la evaluacion del funcionamiento particular de un tejido u érgano en
presencia de NP.
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Il. Justificaciéon

Los ensayos ex vivo de 6rganos y segmentos de tejido para evaluar los efectos de
sustancias quimicas son una herramienta que ha resultado util para poder
observarlos sin intervencion directa sobre determinados sistemas y parametros
especificos en tiempo real [39] y dada la aplicacion de las nanoparticulas
compuestas de magnetita abarca diversos ambitos de la industria [40], [41] pueden
llegar a entrar en contacto con el ser humano, hasta llegar al sistema vascular, por
lo que se necesita un entendimiento profundo de la relacion de los efectos que
diferentes propiedades de los nanomateriales tendran sobre el sistema vascular,
para asi evitar futuras contingencias sanitarias.
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[ll. Descripcion del Problema

La magnitud de los efectos adversos de las MNPs han presentado en distintos
ensayos para diferentes estructuras biolégicas dadas sus propiedades unicas
(morfologia, tamafio, composicion, cristalinidad, carga) [43], pueden generar efectos
adversos en los usuarios o bien no tener el efecto deseado [44]. A partir de los
ensayos en tejido cardiovascular, se esperan obtener indicadores de seguridad
mediante la evaluacion y creacidén de apartados especificos en érganos definidos
para estas estructuras y asi determinar magnitud y tipo de dafio relacionando los

efectos de las MNP en funcion de sus propiedades fisicas y quimicas.
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IV. Fundamentacién Tebrica

V.1 Nanoparticulas Magnéticas: Oxidos de Hierro (y-Fe203, Fes0a4)
El 6xido ferroso-diférrico (Fe?*Fe3*204), 0 magnetita, llamado también erroneamente
6xido de hierro, posee dos iones de Hierro, Fe?*, soluble en agua y altamente téxico
[45], [46] y Fe®*, insoluble en agua y sin forma de ser biodegradado u acumulado
[47] que se encuentran acomodados con un grupo espacial en Fd3m dispuestos en
un cristal con estructura “espinela” o magnetita (AB2X4) posicionados con un arreglo
FCC (Cubica Centrada en las Caras) de los oxigenos, con los iones hierro carga
dos y tres formando tetraedros y octaedros, respectivamente, ocupando los sitios

intersticiales (Figura 3) [48].

Figura 3.- a) Estructura de la subcelda de la Magnetita, octaedros (Fe®*) y tetraedros (Fe?*) y sus radios
atomicos. Imagen creada con el software VESTA.

Esta estructura cristalina le permite a la magnetita crecer favoreciendo distintos
planos cristalinos, entre los cuales destacan los planos (11 1) y (00 1) (Figura 4),
donde se han reportado energias de adsorcion de agua (especificamente el grupo
hidroxilo) en la superficie de estos cristales, con mayor intensidad den los planos (1
11)[49].
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Figura 4.- Planos cristalinos a) (1 1 1) y b) (1 0 0) en la celda unidad de la magnetita. Imagen creada con el
software VESTA.

Este arreglo cristalino le confiere sus propiedades Unicas paramagnéticas, es decir,
no solo responde ante la influencia de un campo magnético, sino que es capaz de
producir su propio campo magnético, de entre 40 — 60 Am?kg?! [50]. Estas
propiedades estan fuertemente ligadas con el dominio magnético que le da la
estructura cristalina, morfologia y tamafio de particula [51], un efecto puramente
cuantico, se ve afectado dentro de la nanoescala, conocido como

superparamagnetismo.

A causa a estas propiedades, la magnetita ha sido el objetivo de los investigadores
dadas sus numerosas aplicaciones en ambitos tan numerosos desde la medicina
como en diagnostico [52]-[54], agente acarreador [52], [55], [56], principio activo
[57], [58], biomarcador [40], [59], [60] hasta el sector de sonoquimica ambiental
como soporte para materiales con actividad fotocatalitica [61], [62] para mejorar Ssu
uso continuo al recuperarlo una vez usado, por lo que la magnetita estara en

contacto con el ambiente y, por ende, con el ser humano en forma de desechos o
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medicamentos. Sin embargo, el hierro en bulto presenta una reaccion adversa al
introducirse al cuerpo humano (350 pgdL?, 0.35 ppm) [7], por lo que las
nanoparticulas de magnetita normalmente se recubren con otro material que

aumente su biotolerancia, como el silicio [63].

IV.2. Recubrimientos
Al igual que sus contrapartes macroscopicas, los materiales de hierro son
propensos a oxidarse y corroerse, por lo que las nanoparticulas de 6xidos de hierro
no pueden usarse como material central para producir tratamientos o agentes
farmacolégicos per se sin la adicion de recubrimientos con nuevas propiedades
funcionales [55], [64], biocompatibles [65], inertes o especificos [25], [66]. Debido a
su magnetismo, las MNP tienen una inestabilidad innata cuando se almacenan
durante largos periodos [67]-[69], aglomerandose, lo que conduce a una pérdida de
dispersabilidad gracias a la agregacion y formacion de particulas grandes para
reducir la energia superficial generando una pérdida en sus propiedades
(superparamagnetismo). Las nanoparticulas de hierro no recubiertas se oxidan
facilmente cuando se exponen al aire 0 ambientes ricos en oxigeno debido a su alta
actividad quimica y su estructura de espinela inestable, especialmente las
nanoparticulas de magnetita y maghemita, alcanzando una vida Gtil maxima de
aproximadamente 8 a 12 meses [70], [71]. Como resultado, la estabilizacion quimica
de nanoparticulas simples de 6xido de hierro para evitar dafios durante o después
de su posterior exposicion y/o aplicacion se convierte en un factor esencial a
considerar porque la mayoria de los organismos y aplicaciones biolégicas requieren
la administracion de soluciones acuosas [72], [73]. La eleccion del material de
recubrimiento depende de la aplicacién prevista de las nanoparticulas magnéticas
y de las propiedades deseadas, como la biocompatibilidad, la estabilidad y la
funcionalidad; ademas, el recubrimiento de la superficie a menudo implica una
facilidad para la funcionalizacion posterior con ligandos o biomoléculas y asi
conseguir capacidades de deteccion o focalizacion especificas [74]. Por lo que

existen diversos materiales que pueden ser utilizados para recubrir y mejorar las
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nanoparticulas magnéticas, como el silicio, cubiertas de carbono, metalicas y

poliméricas [75].

IvV.2.1. Silicio
Debido a su estabilidad quimica, diversidad en las alteraciones de la superficie y
pérdida minima del magnetismo, la silice (SiO2) se ha considerado como uno de los
mejores materiales para proteger las MNP, unir diferentes ligandos biologicos a la
superficie del 6xido de hierro [76] y estabilizar las nanoparticulas en la solucién. El
recubrimiento de silice es el material preferido al aplicar capas a MNP debido a su
mayor biocompatibilidad, capacidad para unirse con conectores organicos y una

metodologia de sintesis simple en general [77], [78].

Las diferentes metodologias para recubrir MNP y nanoparticulas se basan en las
propiedades deseadas, el espesor, el porcentaje de silice y la posterior
funcionalizacion [79]. La metodologia Stober es la mas sencilla y utilizada debido a
su facil aplicacion. Requiere de un precursor sol-gel, el cual se hidroliza y condensa

para obtener lAminas de SiO2 (Figura 5) que recubrirdn el material deseado [80].

Figura 5.- Representacion del recubrimiento de silicio mediante el método de Stober.

IV.2.2. Superparamagnetismo
El momento magnético (magnetizacién) total de un material en bulto se compone
de los momentos magnéticos de sus electrones individuales, que aparte de las
contribuciones orbitales, el momento magnético de cada electron esta determinado

principalmente por su espin [81]. La formacion de un estado fundamental ordenado
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magnéticamente de largo alcance en un material es impulsada por la llamada
interaccion de intercambio. Esta interaccion de tipo Coulomb dependiente del espin
es esencialmente una consecuencia del comportamiento colectivo de un sistema
fermidnico y, como tal, un fendmeno puramente mecénico-cuantico [82], el cual
requiere un tratamiento adecuado de la estructura electronica. En otras palabras, el
magnetismo en un solido es explicado en el campo de la mecanica cuantica.

Es esto por lo que existe un interés muy grande en el magnetismo a nivel de la
nanoescala, dado que el magnetismo es un proceso mecanico-cuantico
(propiedades presentes regidas por la longitud de Planck, 102> m) y los materiales
nanométricos se encuentran a 10° m poseen una proporciéon atomos-superficie
significativa, cuyos estados electréonicos se modifican en relacion con las capas
interiores (efecto de apantallamiento), de esta forma, en una particula de 10 nm, el
10% de los atomos estan en la capa superficial y esta proporcién aumenta al 50%
en una particula de 2 nm. En una particula metalica, la separacion de energia de
los estados cuénticos de los electrones de conduccion se vuelve significativa en
relacion con otros pardmetros de energia como las energias térmica y de Zeeman
[83]. Esto significa que a medida que el tamafio de la materia se reduce a 100 nm o
menos, sus propiedades electronicas, magnéticas, 6pticas y quimicas comienzan a
evolucionar con el tamafio, empezando esta evolucion de manera paulatina cerca
del limite superior (100 nm) de la regién a nanoescala, pero en tamafios pequefios
pueden ocurrir cambios significativos en el comportamiento con la eliminacién o
adicién de un solo atomo, como lo es el caso del superparamagnetismo donde la
energia de intercambio por &tomo es varios 6rdenes de magnitud mas fuerte que la

interaccién dipolar magnética directa entre &tomos (Figura 6)[84].
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Figura 6.- Representacion esquematica de la interaccion de intercambio. El requisito de que la funcion de
onda del electron sea antisimétrica tiende a separar electrones con el mismo espin, lo que reduce su energia
de Coulomb [84].

Los imanes que existen en la naturaleza poseen un campo magnético permanente,
los cuales no son comunes ya que se crean al encontrarse en un campo magnético
lo suficientemente intenso para lograr saturarlo (M = Ms); sin embargo, la
magnetizacion en diferentes partes del iman no apunta en la misma direccion
(dominios magnéticos) [85].

Es por esta razén que el control del arreglo de los cristales en los hanomateriales
de 6xidos metalicos es de suma importancia, dado que las propiedades magnéticas

de estos materiales dependen en gran medida de la forma del cristal [86].

IV.2.3. Morfologiay cristalinidad
La forma macroscopica que presentan los cristales en la naturaleza es una
proyeccion del ordenamiento atomico interno que reflejan los arreglos cristalinos
[87].
En los distintos estados de la materia se pueden encontrar tres clases de arreglos

atomicos o iénicos (Figura 7).
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e Sin orden. - Los gases monoatdmicos, los gases nobles y el plasma los
atomos o iones no estan dispuestos de manera ordenada y llenan todo el
espacio que los contiene.

e Orden de corto alcance. - Un material cuyo arreglo espacial de los atomos
sOlo se extiende a sus vecinos inmediatos, tiene un orden de corto alcance.
El agua tiene este tipo de ordenamiento debido a las interacciones covalentes
que existen entre los atomos de hidrogeno y oxigeno formando un angulo de
104.5°.

e Orden de largo alcance. - La mayoria de los metales, aleaciones,
semiconductores, ceramicos y algunos polimeros presentan una estructura
cristalina que abarca escalas de longitud mayores a 100nm, formando un
patron regular y repetitivo como una red en tres dimensiones. A estos
materiales se les conoce como materiales cristalinos [88].

C D

Figura 7.- Distintos niveles de ordenamiento atémico. a) Sin ordenamiento (adtomos de helio). b)
Ordenamiento de corto alcance (moléculas de agua). ¢) Ordenamiento de corto alcance (silicio amorfo en
vidrio). d) Ordenamiento de largo alcance (celda de 6xido de calcio) [88].
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El ordenamiento atomico en los sélidos cristalinos puede ser descrito al representar
a los atomos en los puntos de interseccion en una red tridimensional, que se conoce
como red espacial. Esta red puede describirse como un ordenamiento
tridimensional infinito de puntos. Cada punto en la red tiene un entorno idéntico; en
un cristal ideal, la agrupacién de puntos de la red alrededor de uno cualquiera es
idéntica a la agrupacién en torno a otro punto dentro de la red espacial. A este grupo
de puntos dispuestos de una forma determinada entre si se conoce como motivo o
base. La estructura del cristal puede ser definida como la coleccion de redes

espaciales y bases [89].

La creacion de estructuras con una morfologia, tamafo, orientacion o
caracteristicas especificas requiere una gran cantidad de energia que debe
proporcionarse al sistema para promover el acomodo cristalino deseado, utilizando
condiciones de temperatura y presién extremadamente altas, como se observa en
la naturaleza [90]. Sin embargo, el uso de fuentes de energia como la calcinacion
pueden promover la formacion de oxidos al estar rodeados de un ambiente rico en
oxigeno [91]. Una alternativa que ha resultado ser viable en los Ultimos afios para
la regulacién de estructuras nanométricas es la sonoquimica [92]. La radiacion con
ultrasonido de liquidos provoca reacciones quimicas de alta energia, a menudo con
la emision de luz [93]. El efecto que origina la sonoquimica y la sonoluminiscencia
se debe a la formacion, crecimiento y colapso de burbujas en liquidos irradiados con
sonido de alta energia es conocido como cavitacion acustica. El colapso de las
burbujas provocado por la cavitacion produce un intenso calentamiento local (hot-
spots) y altas presiones, con una vida util muy corta, que pueden crear puntos
calientes de temperaturas aproximadas de 5.000 K, presiones de 1.000 atm y tasas
de calentamiento y enfriamiento superiores a 10° Ks. Es por esta razén que la
cavitacion puede crear condiciones fisicas y quimicas extraordinarias en liquidos
gue de otro modo serian inertes [94] sin fomentar la creacién de Oxidos. Las
condiciones que producen choques de ondas ultrasonicas provocados por el
colapso de las burbujas crean ambientes de sintesis, que han demostrado ser utiles

para reacciones que requieren estructuras poco comunes como las espinelas de
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hierro, formando estructuras definidas bajo el ambiente reductor de ciertas
sustancias basicas [61] o estructuras definidas mediante otro tipo de ambientes
controlados [92], [95], [96].

IV.3. Sistema vascular
Dado que dentro del organismo diversas células cumplen funciones especificas y
se encuentran ancladas en un tejido, 6rgano o sistema, formados por millones de
células, por lo que existe un sistema de vasos sanguineos que permiten el
intercambio de nutrientes y desechar productos metabdlicos (dioxido de carbono,
creatina, urea, etc.) que pueden llegar a tener efectos adversos en el organismo y
sus sistemas [97]. El coraz6n funciona como una bomba para circular la sangre a
través del cuerpo y es el principal érgano del sistema hidraulico vascular de

transporte desarrollado por organismos multicelulares [99].

La sangre y varios fluidos intersticiales son las dos vias hidraulicas que utilizan estos
organismos multicelulares para el desecho y oxigenacién de los tejidos. Sin
embargo, el principal método de transporte es a través de la sangre, definida como
un tejido conectivo formado de una matriz extracelular liquida que contiene en
suspensiéon células completas (glébulos rojos, blancos y plaquetas) junto con
granulomas [98]. La sangre realiza mdultiples funciones, como el transporte de
nutrientes (eritrocitos) y desechos, la regulacion de la acidez del organismo
(manteniéndolo entre pH 7.35 y 7.45), la temperatura (36.5 °C), la barrera de
eventos fisicos mediante coagulos (plaquetas) y la defensa de agentes patdégenos

(leucocitos) [42].

El corazén esta formado por cuatro camaras principales separadas por valvulas:
dos auriculas, ocupando el mayor espacio localizadas en la parte superior y dos
ventriculos, localizados en la parte inferior, terminando en la punta del 4pice (Figura
8). Cada vez el corazon realiza una contraccion (sistole), las auriculas hacen fluir
un volumen de sangre hacia un ventriculo o hacia las arterias. Esto crea cambios
de presion dentro del corazén que ocasiona que las valvulas se abran y cierren entre
cada contraccion (sistole) y relajacion (diastole). Cada una de las cuatro valvulas

gue separan las camaras del corazén garantizan el flujo de sangre en una sola
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direccion al abrirse y cerrarse para evitar su retorno [98]. El corazon recibe un
oxigeno y nutrientes de la sangre que entra en vasos sanguineos que irrigan el
corazon por dentro llamados vasos coronarios, ubicados entre una membrana que
protege el corazén (pericardio) y una capa de endotelio que rodea un segmento de
tejido conectivo (endocardio), de tamafios aproximados menores de 262 pum [100].

Figura 8.- Corte transversal mostrando anatomia interna del plano anterior-frontal del corazén [98].

IV.3.1. Vasos Coronarios
El sistema coronario contiene tres componentes principales: arterias coronarias,
vasos coronarios y drenaje venoso [98].
Las arterias coronarias principales derecha e izquierda salen de la aorta ascendente
justo por encima de la valvula adrtica y la ramificacién subsiguiente alimenta el tejido
miocardico de las cuatro camaras del corazon (Figura 9) [101]. Estas arterias se

ramifican en arteriolas, las que a su vez se ramifican en una gran cantidad de
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capilares, que representan un grado extraordinario de ramificacion en vasos muy
delgados, lo que asegura que casi todos los miocitos se encuentren a poca distancia
de al menos uno de estos capilares y es a través de la difusion por la que los
nutrientes y los productos finales metabdlicos se muevan entre los vasos capilares

y el entorno de los miocitos a través del liquido intersticial [102].

Figura 9.- Esquema de las ramificaciones del sistema coronario vascular. Imagen libre.

Las nanoparticulas y los materiales nanoestructurados, definidos como aquellos
gue presentan en dimensiones entre 1 y 100 nm [103], poseen propiedades
particulares debido a su reducido tamafo, gran area superficial, arreglo cristalino,
composicién, reactividad, entre otras, distintas de sus contrapartes en la macro
escala [43]. Estas propiedades pueden tener distintos efectos contraproducentes:

e La estructura de estos materiales influye en gran medida en las propiedades
finales que presenten, debido a los diferentes planos cristalinos que se
encuentren expuestos en la superficie de las particulas, se exteriorizan
diferentes atomos de la estructura, por lo que materiales con misma
composicion pero diferente acomodo resulta en respuestas diferentes la
interaccion con el medio [104], [105].

e EI tamafio es un factor muy importante al diseflar estructuras que
interaccionaran en algun punto con el cuerpo humano [106], dado que las
células oscilan en un rango muy amplio de tamafos, desde la célula mas
pequefia de alrededor de 5 pm (granulos del cerebelo) [107] hasta los 0.1
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mm (ovulo) [108] organizadas de diferente forma en los diferentes sistemas,
responsables de mantener la homeostasis dentro del cuerpo [98], [109]. Sin
importar el tamafio de la célula, estas son tres 6rdenes de magnitud mas
grandes que las de una nanoparticula (Figura 10).

7500 nm

} 75 nm

Figura 10.- Comparacion de tamafio entre un eritrocito (7.5 um o 7500 nm) y una nanoparticula (75 nm) [110].

e Los materiales nanoestructurados tienden, por su naturaleza inestable [111],
a formar aglomerados o estructuras de mayor tamafio para reducir su
energia: sin embargo, esto ha sido tema de debate debido a que las
particulas pueden tener efectos negativos al aumentar su tamafio al impedir
el acceso de oxigenacién o al aumentar su tamafio reducir su nimero de
atomos en la superficie y asi reducir los efectos dafiinos [2], [112].

Dadas estads propiedades, las nanoparticulas no pueden ser catalogadas
Gnicamente por su composicion y atribuir las ventajas y desventajas de sus
contrapartes macro, las cuales forman suspensiones inestables en medios ricos en
iones (medios bioldgicos) debido a su tendencia a formar agregados de mayor
tamafio [113], [114]. Simulaciones se han realizado para darse una idea de lo que
sucederia si una particula con un potencial positivo de NP atravesara el potencial
de membrana de una célula bajo condiciones especificas [115]. Esto sin embargo
no contesta las preguntas de aglomeracion, morfologia o tamafio, factores que
deben son importantes cuando se interactia con organismos complejos como son
los érganos [104]. Por el otro lado, existen estudios que hablan sobre la agregacion
como la principal razéon de producir los efectos adversos en el organismo [111], ya
gue las nanoparticulas al aglomerarse pueden llegar a alcanzar una concentracion
minima para que su composicion produzca efectos no deseados o bloquear
estructuras estrechas importantes [100].
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IV.3.2. Modelos de tejido aislado ex vivo

El funcionamiento especifico de un tejido u érgano en presencia de NP se puede
evaluar utilizando modelos fisiolégicos ex vivo de tejidos y 6rganos aislados; por
ejemplo, conductos relacionados con el sistema cardiovascular (aorta, arteriolas,
etc.), sistema respiratorio (traquea, bronquios) y el sistema digestivo (intestino
delgado o grueso); asi como el estudio de 6rganos como el corazon, rifidén, pulmaén,
higado, asi como las rutas bioquimicas involucradas entre estos [116].

Para el estudio de moléculas del sistema endogeno tal como las hormonas,
neurotransmisores y otros mediadores ya sea en condiciones normales como
fisiopatoldgicas, como las asociadas a trastornos cardiovasculares, respiratorios y
digestivos, entre otros, los modelos fisiologicos se han utilizado desde su
implementacion en 1883 como una herramienta de gran utilidad [117].

En la actualidad, se pueden medir varios parametros fisiol6gicos utilizando una
amplia variedad de modelos experimentales, pero algunos de estos modelos
pueden ser costosos, requieren tiempos de preparacion extensos y son
complicados de manipular, lo que arroja resultados que en ocasiones no son
confiables con informacion especifica y en escenarios aislados para ayudar a
explicar sus efectos en grandes sistemas [118]. El uso de los sistemas fisiolégicos,
particularmente los de 6rganos y tejidos aislados, permite determinar de manera
confiable, rapida y econdémica los indicadores bioquimicos vinculados a los efectos
causados para un tejido en particular, asi como informacion sobre una amplia gama
de parametros fisiol6gicos en tiempo real [5].

Con los transductores adecuados, se pueden realizar mediciones isotonicas o
isométricas. El transductor isométrico es un transductor que contiene un segmento
de material conductor que puede medir la presion, la carga o ambos gracias al
efecto piezorresistivo, una propiedad de algunos materiales para cambiar su
resistencia eléctrica al ser sometidos a esfuerzos fisicos especificos [119]. La
medicidn isométrica, que mantiene la longitud del tejido constante, es un método
popular para evaluar la contractilidad. Por el otro lado, en la medicién isoténica, el
cambio de fuerzas hace que la longitud del tejido se reduzca. El uso principal del
sistema de anillo aislado es obtener variaciones de la tension en pequefias
secciones de tejido y anillos mediante transductores isométricos [120].

Los hallazgos de este tipo de modelos experimentales permiten establecer o
dilucidar los mecanismos que provocan estos NM en diferentes estructuras
bioldgicas, asi como la reorientacion de futuras investigaciones en el estudio y
conocimiento de sus efectos adversos, potenciales aplicaciones biomédicas, o bien
en el establecimiento de parametros de bioseguridad.
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IV.3.2.1 Corazén de roedor aislado y perfundido o técnica de
Langendorff

Oskar Langendorff cre6 el modelo de corazén perfundido, una técnica
experimental, a finales del siglo XIX, en la que se coloca un catéter en la aorta de
un corazon extirpado para permitir la perfusion cardiaca retrograda a través de la
arteria coronaria [121]. Desde el desarrollo de la técnica Langendorff en 1895 [122]
se han desarrollado técnicas de tejido u 6rganos aislados para ver mas de cerca su
funcionamiento y respuesta a diferentes principios activos y sustancias [123],
conocidos como modelos ex vivo. Estos modelos aislados se han utilizado durante
mucho tiempo como una herramienta muy 0til para el estudio de moléculas
enddgenas como hormonas, neurotransmisores y otros mediadores, en condiciones
normales como fisiopatolégicas, por ejemplo, trastornos cardiovasculares,
respiratorios, digestivos, entre otros [123].
Al perfundir el corazén a través de los vasos coronarios mediante una canula
introducida en la aorta ascendente (canula adrtica) permite mantener la actividad
del tejido del miocardio en un entorno externo y con parametros controlados (flujo
constante, asistencia eléctrica mediante impulsos, temperatura constante y
burbujeo de carbdgeno a la solucion fisioldégica con nutrientes necesarios) para el
correcto funcionamiento del corazon. La canula adrtica permite que una solucion
fisiologica (conocida como solucion de Krebs) ingrese al corazén retrégrado. Es
importante tener en cuenta que la solucion de Krebs esta solucién perfunde al
corazoén aislado de una forma retrograda con respecto a como funciona el corazén
en condiciones fisioldgicas normales (por medio de la aorta) para asegurar la
irrigacion de todos los vasos coronarios [3].
En contraste con el flujo cardiaco in vivo, la perfusién retrégrada ocurre cuando la
valvula aortica se cierra por una presion hidrostatica constante o una bomba que
mantiene un flujo constante. Los ostios coronarios (izquierda y derecha) llenan de
solucion de perfusion la vasculatura de la arteria coronaria cuando la canula se
encuentra introducida en la aorta. La presion resultante se conoce como presion de
perfusion (PP), que se puede interpretar como el tono vascular (presion) de los

vasos coronarios.
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IV.3.2.2 Anillos aislados de aorta
Uno de los métodos tradicionales para investigar la fisiologia y farmacologia de
tejidos con forma cilindrica y presencia de peristalsis como lo son los vasos
sanguineos, vias respiratorias (trdquea) y los intestinos es el sistema de anillo
aislado [124]. Dependiendo del transductor utilizado, se pueden realizar mediciones
isométricas o isotonicas. La medicion isométrica, que mantiene la longitud del tejido
constante, es un método popular para evaluar la fuerza de contraccién del musculo
liso de conductos bioldgicos como los vasos sanguineos. Sin embargo, la medicién
isotonica es adecuada para estudiar el acortamiento de las velocidades porque la
longitud del tejido disminuye como resultado del cambio de fuerzas. El sistema de
anillo aislado, que esta conectado a transductores isométricos, se utiliza
principalmente para controlar la tension en anillos y pequefias secciones de tejido
[120]. El transductor isométrico es un transductor de galga extensométrica 0 un
segmento de material conductor, que permite medir la presién, la carga o ambos,
en funcion del efecto piezorresistivo, que es una propiedad que ciertos materiales
tienen para cambiar su resistencia eléctrica cuando se someten a ciertos esfuerzos.
A los anillos se colocan dos ganchos de metal a través de la luz y se sumergen en
camaras de doble pared que contienen una solucién fisioldgica mantenida a 37 °C.
Uno de los ganchos esta conectado al transductor isométrico, de modo que cuando
el anillo aumenta su fuerza en respuesta a un agente, el transductor se tensa y el
conductor se alarga y reduce su area de seccion transversal, aumentando su
resistencia eléctrica; Por otro lado, cuando se relaja, el conductor reduce su

longitud, disminuyendo su resistencia [125].

IV.3.3. Contraccién y relajacién: activadores y sustancias vasoactivas
El masculo se puede dividir en dos categorias amplias: musculo liso, que
comprende musculos vasculares, respiratorios, uterinos y gastrointestinales; y
musculo estriado, que incluye musculos esqueléticos y cardiacos. La actina y la
miosina son las dos proteinas principales que forman el sistema contractil en todos

los tipos de musculos [126].
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El calcio que interactia con la célula (interna o externamente), juega un papel crucial
al intervenir en la accion de la contraccion del musculo liso en el sistema vascular.
Por lo tanto, es necesario un aumento en la concentracion de calcio citosélico para
la contraccion de todas las células musculares. El calcio tiene una concentracion
citosolica en reposo de alrededor de 100 nM y un valor extracelular de 2 a 4 mM;
ademas, se mantiene en las células a una concentracion de aproximadamente 0,4
mM en las membranas sarcoplasmica (SR, en musculo esquelético y cardiaco) y
reticulo endoplasmico (ER, en musculo liso) [127].

En el musculo estriado, limita la cantidad de actina disponible, mientras que, en el
musculo liso, limita la disponibilidad de miosina de cadena ligera (MLC) (Figura 11).
La contraccién de los musculos lisos requiere una entrada de calcio. Hay dos formas
principales en que las células del musculo liso aumentan los niveles de calcio. El
calcio ingresa primero a la célula a través de canales tipo L que se encuentran en
las caveolas de la membrana tras la despolarizacion, la estimulaciéon hormonal o la
accion de neurotransmisores. Luego, el calcio introducido por despolarizacion
estimula la liberacién de calcio extra desde el reticulo sarcoplasmico (SR) a través

de receptores de rianodina e IP3 [124].

Debido a que la carga en la membrana celular se mantiene con un potencial
negativo, las células utilizan los canales de calcio tipo L (potencial positivo) para
realizar la contraccion en el musculo liso. Esto alterna la activacion de estos canales,
asegurando que el potencial se mantenga intercalandolos en todo momento [128].

Ademas, los factores de circulacion (citocinas) y los factores difusibles (6xido nitrico,
NO) en el torrente sanguineo funcionan como mediadores en receptores de la
membrana plasmatica para limitar los niveles de calcio, lo que resulta en relajacion
a bajas concentraciones y citotoxicos cuando se excede la concentracion de estos
[126], [129].
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Figura 11.- Vias de sefializacion de la contraccion del musculo liso por agonistas y despolarizacion [126].

Un grupo de sustancias conocidas como vasoactivas son las encargadas activar
receptores para regular la liberacion de calcio, uno de los elementos con mayor
importancia al regular las vias que permiten la contraccion y relajacion dentro del
musculo liso, dentro de las células musculares [130]. La activacion de los receptores
muscarinicos media la acetilcolina, que es una de las principales sustancias [131].
La liberacion del calcio contenido en las células (Figura 12) se inicia como resultado
de esta activacion de los receptores, aumentando la disponibilidad interna de este
y, como resultado, la apertura de los canales de potasio activados por calcio [128].
La despolarizacion de la membrana celular provoca un aumento en el potencial y la
contraccion en las células del musculo liso [132]. Es importante conocer las
propiedades e interacciones de materiales que contienen iones Fe?*, como la
magnetita, porque la hemoglobina puede inhibirlo, elevar la presion arterial
sistémica y reducir los vasopresores y las necesidades de ventilacion, asi como

jugar un papel significativo en la regulacién del NO [133].
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Figura 12.- Via de accién de la acetilcolina en el musculo liso. [98].

La contraccion vascular en cambio, se produce mediante la activacion de los
receptores adrenérgicos correspondientes a la norepinefrina, un agente contractil
sintético similar a la noradrenalina, inician la contraccidon muscular [134]. Una
variedad de proteinas en la membrana del musculo liso, conocidas como receptores
adrenérgicos, reconocen esta sustancia cuando se libera a las células del sistema
nervioso. Estos receptores desencadenan multiples sefiales generadas por la
proteina G agilizando la enzima adenilil ciclasa que convierte el ATP en AMP, lo que
provoca la sistole (contraccion) del musculo cardiaco por la fosforilacién de la
miosina de cadena ligera (Figura 11 y Figura 13) y despolarizar asi los canales de
voltaje-dependientes calcio [135]. De igual forma, estos efectos también se
producen cuando las células tienen altas dosis de potasio, lo que provoca la
despolarizacién de los canales de calcio tipo L y la contraccion del musculo liso.
[136].
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Figura 13.- Vias de sefializacion del efecto de la fenilefrina (Phe) en el masculo cardiaco y su efecto contractil.
[98].

La contraccion y relajacion del musculo liso presente en los vasos coronarios estan
reguladas por estos factores neurales, hormonales y locales en constante
combinacion, permitiendo que los vasos ajusten el flujo sanguineo de forma
dinamica, dependiendo de las necesidades metabdlicas y componentes externos
del corazon, fundamentales para mantener el flujo sanguineo coronario y satisfacer
las demandas del sistema, que puede ser modificado o interrumpido por factores

externos como los metales pesados.

IV.4. Lixiviacion de Fe?*
Los organismos vivos requieren hierro para llevar a cabo procesos esenciales para
la vida [137]. La wustita (FeO), una estructura de hierro que se forma facilmente al
entrar en contacto con el oxigeno cambiando la valencia del hierro a iones Fe?*, los
cuales son solubles en agua, es de facil absorcién por los organismos [138] a
diferencia de la magnetita (FesOas), la cual tiene en su estructura iones Fe3*
insolubles en agua tanto como iones Fe?*. Los seres vivos, a lo largo de la evolucion

y el tiempo, han adquirido una variedad de métodos para utilizar el hierro para una
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aplicacion biologica, como la hemoglobina. Ciertos microorganismos, las levaduras
por ejemplo, utilizan mecanismos para transformar los iones de hierro férrico
insoluble (Fe®*) en formas de hierro ferroso soluble (Fe?*) [47]. Los humanos y otros
organismos superiores tienen contrapartes analogas para estos mecanismos que
se pueden encontrar en estos organismos unicelulares. El cuerpo absorbe el hierro
mediante la transferrina, transformandolo en ferritina que se almacena en el higado
y corazén; una vez absorbido, el cuerpo no tiene otra forma fisiologica de desechar
el hierro almacenado en exceso mas que la produccion de hemoblobina tras la
pérdida de sangre [139].

La lixiviacion de hierro es un fendmeno en el que los materiales que lo contienen
liberan iones en un medio circundante a través de reacciones quimicas [46]. Este
proceso suele implicar la disolucion del hierro en un entorno liquido. Un ejemplo
comun de lixiviacion es la corrosion del hierro o el acero cuando se exponen al

oxigeno y la humedad, lo que da como resultado la formacion de éxido de hierro.

El hierro ferroso puede unirse reversiblemente por NO (Figura 14) [133], [140]. Es
posible comparar la unién del NO con la del CO y el Oz dadas sus propiedades
paramagnéticas similares por la presencia de oxigeno; su tamafio, carga (neutral) e
hidrofobicidad son similares, lo que indica un acceso similar a las reservas de hierro
celular, ya sea que estas Ultimas sean de bajo peso molecular o estén unidas a
proteinas. Es probable que el Oz (y en menor medida el CO) esté presente en
concentraciones mas altas que el NO en la mayoria de las situaciones in vivo vy,
como resultado, teéricamente podria competir por los sitios de unién del NO en el

hierro ferroso.
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Figura 14.- Descripcion general de las interacciones del 6xido nitrico y el hierro con las reacciones
biolégicamente mas relevantes en las que podria intervenir [133], [140].

Ademas, a diferencia del CO, la union reversible simple no suele ser la Unica
interaccién observada, ya que una vez unidos, las caracteristicas paramagnéticas
del NO y el Oz afladen electrones desapareados al sistema. El hierro ferroso puede
unirse de manera reversible al CO, NO y O2. La unién de oxigeno no es persistente
porque el metabolismo del oxigeno del hierro ferroso en la mayoria de las proteinas
es mas rapido que los iones en solucién, siendo la excepcion las proteinas
transportadoras de oxigeno, como la hemoglobina y la mioglobina, que forman

uniones persistentes de O2 con tasas de concentracion cuantificables.

Sin embargo, no esta claro si estas respuestas ocurren in vivo y, de ser asi, qué
importancia tienen, ya que no existe dentro de la célula un mecanismo de lixiviacion

localizado, como una nanoparticula [140]. Dada la composicion quimica ambigua
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de las reservas de hierro de bajo peso molecular en las células, es dificil realizar

investigaciones pertinentes.

IV.5. Modelos estadisticos
El uso de animales de experimentacién para la evaluacién del impacto que de
distintas sustancias y materiales de uso cotidiano (pesticidas, cosméticos, principios
activos, etc.) pueden ocasionar sobre el cuerpo, es un requisito en la mayoria de los
procesos de aprobacion para ser liberados al mercado [141]. Sin embargo, los
numerosos datos que arrojan los diferentes ensayos biol6gicos pueden ser dificiles
de interpretar por el nUmero de caracteristicas y variables a analizar (Figura 15),
gue con el desarrollo e implementacion de la computacion ha sido posible relacionar
cuestiones tanto bioldgicas, como fisicas, quimicas, etc. [142]. Desde entonces, los
andlisis en computadora han sido de gran ayuda para determinar, junto con los
andlisis practicos, diversos aspectos de los efectos sobre tejido vivo, como los

pulmones [143], células cancerigenas [144] y escaneres MRI [145].

Figura 15.- El uso de animales en los analisis toxicoldgicos puede ser mitigado utilizando modelos predictivos.
Imagen propia.

Cuando el numero de caracteristicas (o variables observadas), p, es igual o mayor
gue el nimero de observaciones (o puntos de datos), n, se dice que los datos son
de alta dimension [146]. Un numero cada vez mayor de areas de la ciencia se
ocupan de datos de alta dimension debido al desarrollo de nuevas herramientas

automatizadas de recopilacion de datos. Un niumero creciente de conjuntos de datos
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tienen muchas caracteristicas; algunos tienen tantas caracteristicas como filas en
el conjunto de datos, por lo que visualizar conjuntos de datos con muchas funciones
puede resultar un desafio. Trazar la variable de respuesta frente a cada uno de los
pocos factores explicativos disponibles al examinar conjuntos de datos de baja
dimension puede ayudar a determinar cuéles de ellos son predictores de respuesta
significativos [147].

Los datos con muchas dimensiones pueden simplificarse mediante el uso del
andlisis de componentes principales (PCA), al proyectar cada muestra sobre el
primer componente principal, podemos reducir la dimensionalidad de nuestros
perfiles de expresidén bidimensionales a una dimension. En esta representacion
unidimensional de los datos, las muestras todavia estan separadas segun el estado
de las variables a evaluar. El patrén normalizado se denomina frecuentemente gen
propio. La proyeccién de los datos sobre un componente principal puede entenderse
como un patrén de expresion similar a un gen entre muestras. Por lo tanto, PCA
encuentra un patrén similar a un gen correspondiente con la misma variacion en los
datos que el componente similar a una muestra para cada componente similar a
una muestra [148], [149]. Esto se logra condensando los datos en menos
dimensiones que sirven como resumenes de sus caracteristicas. Los datos de alta
dimension se encuentran con frecuencia en biologia y son el resultado de la
medicion de varias caracteristicas, como la expresion de numerosos genes, para
cada muestra [149]. Al probar cada caracteristica para conectarla con un resultado,
este tipo de datos ofrece una serie de dificultades que PCA mitiga, incluido el costo
de procesamiento y una mayor tasa de error debido a la correccién de multiples
pruebas. PCA es una técnica de aprendizaje que identifica patrones sin tener en
cuenta los origenes de las muestras en varios grupos de tratamiento o variaciones
fenotipicas.

PCA obtiene una minima cantidad de componentes principales (CP) para proyectar
datos geométricamente en dimensiones menores para revelar la mejor manera de
resumir los datos. Para reducir la distancia total entre los datos y su proyeccion en
el CP, se selecciona el CP inicial. La proyeccidn se representa con puntos en dos

dimensiones proyectados en lineas de una dimension a lo largo de un camino
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perpendicular a la linea (circulo sélido) (Figura 16a). La varianza de los puntos
proyectados, o2, se optimiza cuando disminuye esta distancia a la trayectoria de
cada recta sobre los puntos. Como ejemplo, c? para los puntos pronosticados puede
ser alto para u o bajo para v. (Figura 16b). La correlaciéon (r?) se maximiza como
resultado del procedimiento de seleccion de CP. PC1 es la linea u desde Figura
16a y maximiza la proyeccion de 2. Siempre perpendicular a PC1 es el segundo
PC, denominado PC2 (Figura 16c).
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Figura 16.- Representacion gréafica de la proyeccién de componentes principales [150].
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V. Hipoétesis y Objetivos

Hipotesis

La alimentacion del modelo estadistico con los valores de las diferentes variables
(dafo en tejido, aumento de Oxido nitrico y presion de perfusion), que caracterizan
los efectos adversos a nivel histologico y fisiologico observables en tejido vascular
expuesto a las MNP permitira obtener parametros de seguridad mediante la relacién
de la propiedad y el efecto a partir de la técnica de perfusion retrograda de corazon
de roedor Langendorff y el sistema de anillos aislados de aorta.

Objetivo General

Relacionar los efectos fisiologicos adversos que se generan en el tejido vascular
expuesto a las MNP con sus diferentes propiedades mediante la técnica de
perfusion de corazén de Langendorff y fisiografo de tejidos aislados de anillos
aorticos.

Objetivos Especificos

1) Sintetizar los diferentes materiales Fe?*Fe3204 y Fe?*Fe3*204@SiO2 bajo
diferentes condiciones de temperatura (120°C, 160°C y 200°C) para la
obtencion de morfologias y calidad cristalina.

2) Caracterizar fisicoquimicamente mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM), microscopia de electronica de transmision (TEM), potencial Zeta C,
sensibilidad magnética a 500mT y 1000mT y difraccion de rayos X (XRD) de
los diferentes materiales Fe?*Fe3*204 y Fe?*Fe3204@SiOx.

3) Evaluar los tejidos vasculares, midiendo cambios en la tensiéon (g) como
indice del tono vascular, expuestos a concentraciones (0.001, 0.01, 0.1y 1
ugmL1) de los diferentes materiales Fe?*Fe®*204 y Fe?*Fe3*204@SiO:s.

4) Elaborar un modelo estadistico en el software R con los valores obtenidos de
tono vascular para obtener la contribucion de los efectos de los diferentes

materiales Fe?*Fe3*204 y Fe?*Fe3*204@SiO0x.
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VI. Metodologia

VI.1. Sintesis de los Materiales
Se eligieron dos diferentes morfologias (amorfas e hilos), sometidas a tres
diferentes tratamientos térmicos de 4 horas (120, 160 y 200 °C) y posteriormente se
recubrieron de silicio mediante el método de Stbéber, quedando la relacién de
materiales como se presenta en la Figura 17

VRN
Nanoparticulas
Magneticas (MNP)

Hllos(RM'\;inPe)tlcos Cubos (CMNP)
\T/ \T/
120 °C 160 °C 200 °C 120 °C 160 °C 200 °C
N N N N N N

N N N N N N
Recubiertas Recubiertas Recubiertas Recubiertas Recubiertas Recubiertas

A P S A D S D N I

N L~ N N N N N
No recubiertas No recubiertas No recubiertas No recubiertas No recubiertas No recubiertas

NN NN NN

Figura 17.- Diagrama representativo de las diferentes MNP sintetizadas.

VI.1.1. Sintesis de nanoparticulas de Fe?*Fe3*204 en forma de hilos
mediante reduccién quimica (RQ):

Se elaboraron las soluciones de 0,27 g de cloruro férrico (FeCls) y 0,55 g de pirrol

(C4HsN) en 20 mL de agua desionizada por separado y mezclados posteriormente

para formar la solucion A. La solucion cambia de color de amarillo a naranja.
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Por separado, se prepara 0,75 g de NaBH4 en 10 mL de agua desionizada (solucion
B). Seguido de la adicion de la solucién "B" en "A" con agitacion magnética vigorosa
[151].

Una vez completada la combinacion de ambas soluciones, se procedid a los

diferentes tratamientos térmicos (120, 160 y 200 °C) por 4 horas (Figura 18).

Figura 18.- Sintesis de nano hilos magnéticas mediante reduccion quimica.

VI.1.2. Sintesis de nanoparticulas de Fe?Fe®204 amorfas
coprecipitacion quimica (CQ):

Se prepararon soluciones precursoras de cloruro férrico y sulfato ferroso por
separado en una relaciéon 1:1.75 Fe. Posteriormente, se mezclaron en un bafio
ultrasénico BRANSON 1510 con condiciones operativas de 47 kHz durante 15
minutos en presencia de una atmdésfera inerte (N2). Después de este tiempo, se
agregaron 10 ml de una solucion de hidréxido de amoniaco 30% v/v a la mezcla con
goteo controlado durante otros 15 minutos en las mismas condiciones sonoquimicas
descritas anteriormente. Después de la etapa sonoquimica, se llevé a cabo la

neutralizacion mediante lavados con etanol [61].

Una vez completada la neutralizacion, se procedio a los diferentes tratamientos
térmicos (120, 160 y 200 °C) (Figura 19).

Figura 19.- Sintesis de nanoparticulas amorfas mediante coprecipitacion quimica.
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VI.1.3. Recubrimiento de las nanoparticulas con silicio

Una vez obtenidas las nanoparticulas se recubrieron mediante el método de
Stober:

Se preparo una solucion de etanol, agua y las MNP, asistida por sonicacién en
un bafio BRANSON 1510 ultrasénico con condiciones de 47 kHz durante 15
minutos.

Se adicion6 a la mezcla de MNP una solucion de SiO2 de TEOS suspendido
en etanol al 2% wt con asistencia de sonicacion por 15 minutos. Después se
lavd con agua desionizada y seco en horno de conveccion por 12 horas a 50°C
(Figura 20) [152].

Figura 20.- Método Stéber para recubrimiento de nanoparticulas de silicio.

VI.2. Caracterizacion Fisicoquimica

Se utilizé un microscopio JOEL JEM 2000FX para realizar la microscopia electronica
de barrido (SEM) y microscopia de transmision (TEM) para determinar la morfologia
de las MNP. ZETASIZER ULTRA MADLS se utilizoé para determinar la estabilidad
de la particula utilizando el potencial de Zeta (PZ). Un medidor de susceptibilidad
magnética BARTINGTON MS2 y un medidor de susceptibilidad magnética
MICROMAG 2900 se utilizaron para obtener la susceptibilidad magnética. Se utilizé
un difractometro BRUKER D8 ADVANCE con condiciones de radiacion de Cuka cOn
longitud de onda A = 0.15405 nm en el rango de 26 de 10-100° para la difraccion de
rayos X (XRD) en polvo fino.
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VI.3. Abordajes Biolbgicos

VI.3.1. Unidades Experimentales
Se alojaron dos ratas macho cepa Wistar en cada jaula bajo un ritmo circadiano de
12 horas de luz -12 horas de oscuridad, comida y agua suministradas at libitum

manteniendo el peso de las ratas entre 250-300 g.

Al alcanzar el peso adecuado, se sacrificaron por reseccion del corazén al
administrar pentobarbital sédico (50 mgkg?, intraperitoneal) para alcanzar la
sedacion profunda como lo especifica la normatividad mexicana NOM-062-ZOO-
1999 conforme a lo establecido en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio del Instituto Nacional de Salud [153] y el conocimiento y aprobacion del
consejo de posgrado y bioética de la Universidad Autdnoma de Querétaro (NuUm.
Registro: 004-2019 CEAIFI-196-2018-TP); asi como el comité de ética de la
Universidad Autonoma de San Luis Potosi (CONBIOTETICA-24-CEI-20190726). La
disposicion del corazén y la aorta para ser evaluados a través de la prueba de

corazoén aislado y perfundido de roedor (técnica de Langendorff) y anillos aislados.

VI.3.2. Técnica de Langendorff (Corazén perfundido de roedor)
La perfusion de corazon de roedor ex vivo, observada en la Figura 21 se realiz6
con una velocidad de flujo constante a 10 mLmin [123], [154]. El corazén fue
extripado y transferido con ayuda de la solucion fisiologica o de Krebs a 4°C
preparada conforme al Anexo A.1 para ser canalizado de manera retrograda (en la
aorta) al equipo Langendorff donde se lavé con solucién de Krebs calentada
previamente a 37°C en flujo y burbujeo constante de Carbdgeno (5% de dioxido de
carbono y 95% de oxigeno). Se obtuvo en la PP en tiempo real a medida que el
corazon se perfundia con la ayuda del transductor isométrico del equipo en la canula
aortica como medida del indice de tono vascular de los vasos coronarios. Dos
electrodos posicionados en la auricula derecha y la punta del pice se mantuvo la
frecuencia a 4.5 latidos por segundo. El software ISOHEART Harvard Apparatus
(Holliston, MA, EE. UU.) fue utilizado para la captura y posterior analisis de los datos.
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Figura 21.- Esquema del equipo Langendorff de corazén de roedor.

VI.3.3. Preparacion anillos aislados de aorta de rata
Se seccionaron transversalmente segmentos de 3 a 4 mm de aorta, los cuales se
colocaron en una caja de Petri con solucion fisiologica con la siguiente composicion
(mM): NaCl 118, KCI 2.68, KCI 4.7, KH2PO4 1.2, CaClz 1.8, dextrosa 10.01 y HEPES
20 (Anexo A.2) ajustados a un pH 7.4. Los anillos individuales se montaron en
camaras con solucion fisiolégica a 37°C acoplados a transductores de fuerza Grass
(Figura 22). Posterior al acoplamiento de los anillos de ileon y después de un
periodo de estabilizacién de 1 hora, se procedi6 a realizar la administracion de los

tratamientos.

Figura 22.- Esquema del equipo de anillos aislados de aorta.
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VI.3.4. Tratamientos

Corazodn aislado y perfundido de roedor o técnica de Langendorff

Previo a la administracion de las concentraciones crecientes de MNP sometidas a
andlisis (1, 10, 100, 1000 mgmL™1), el corazén se estabilizo por 20 min. Después del
tiempo de estabilizacidon, se perfundieron Fenilefrina (Phe) y Acetilcolina (ACh)
ambas en concentracion 10uM al inicio y final de cada prueba para fungir como
controles de los efectos contractil y vasodilatador, respectivamente (Anexo A.3)
[155] para asegurar el correcto funcionamiento del corazén. Se analizaron las
concentraciones (1, 10, 100, 1000 mgmL-1) administradas en una jeringa en el flujo
(bolo) a 10ml en un intervalo de un minuto, para seguir con el flujo de la bomba
peristaltica. El efecto de las MNP se interpreté en tiempo real por los valores
obtenidos del transductor isométrico en forma del PP (mmHg) como relacion del

tono vascular (Figura 23).

Figura 23.- Representacion de los ciclos y eventos del registro obtenido del equipo Langendorff.

Anillos aislados de aorta

Se administraron los tratamientos de acuerdo con el protocolo de corazones
aislados, siguiendo las mismas concentraciones para poder equipararlo como un
bolo de administracién en torrente sanguineo 1, 10, 100 y 1000 ugmL2.

Se administraron, como primer acercamiento, una concentracion de 2 pM de Phe

para verificar la viabilidad y funcionalidad del tejido, una vez alcanzada la
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contraccion optima se expone la aorta en presencia de concentraciones crecientes
y acumulativas de MNPs 1, 10, 100 y 1000 ugmL, de cada uno se administraron
10 pl de una solucion stock para el volumen final de 10 ml de solucién fisiolégica
contenida en la camara. Cada concentracién promovia un efecto en el tejido, el cual
se dejaba estabilizar de 10 a 15 minutos; una vez concluido el tiempo de efecto, se
continuaba con la siguiente administracion creciente. Al final, se administraron 2 uM
de ACh, se dejaba producir la maxima relajacion, y se tomaba la Ultima alicuota de
NO.

VI.3.5. Cuantificacion de Oxido Nitrico (NO)
La cuantificacion indirecta de 6xido nitrico (NO) se obtuvo mediante la formacion de
cuerpos nitricos (nitratos (NOg), nitritos (NO2) al interactuar con un cromoforo
(producto diazonio) obtenido de la diazotacion de sulfanilamida de los cuerpos
nitricos (nitrito acidico) y el acoplamiento de N-[1-naftilletilendiamina (aminas
biciclicas) [156], conocido comUunmente como método de Griess (Figura 24).

Figura 24.- Reaccion de Griess.

Una vez concluida la reaccién en ausencia de luz, se obtuvo la concentracion
mediante colorimetria en el espectrometro marca iMark BIO RAD Microplate Reader
a i =595nmy A =665nm (Figura 25) [157].
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Figura 25.- Representacion gréafica del método de Griess para determinacion indirecta de 6xido nitrico.
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VII. Resultados y Discusion

VII.1. Caracterizacion Fisicoquimica de las nanoparticulas
Para realizar una correcta relacion entre el efecto de las MNP y el tejido vascular se
tomaron en cuenta seis criterios importantes de las nanoparticulas obtenidos de las
diferentes caracterizaciones fisicoquimicas: tamafio, composicion, carga, radio
hidrodinamico, sensibilidad magnética y cristalinidad. Mientras que para determinar
los efectos de las MNP en el tejido se tomaron las variables biolégicas de
concentracion de oxido nitrico, tension y presion de perfusion para posteriormente
ser analizados en PCA vy discernir la importancia que llevan estas propiedades de

las nanoparticulas con los efectos presentados en los tejidos del sistema vascular.

VII.1.1. Morfologia, tamafio y composicion (SEM, TEM, PZ)
Para obtener la morfologia y composicion de las MNP se realizaron los analisis por

microscopia electronica de barrido (SEM).

La Figura 26 muestra las micrografias obtenidas del SEM de las particulas amorfas
obtenidas mediante coprecipitacion (CQMNP) y los hilos sintetizados mediante
reduccion quimica (RQMNP). Se puede observar el comportamiento caracteristico
de las MNP. Debido a sus propiedades magnéticas, las MNP forman grandes
grupos y aglomeraciones, exhibiendo una dispersion deficiente. Si bien es posible
ver nanoparticulas dentro de estos grupos, no se afirma que las MNP tienen una
forma definida, ya que la coprecipitacion quimica requiere condiciones
especializadas como el uso de surfactantes o el empleo de puntos calientes para
obtener una morfologia definida [158]. Aunque el tamafio de los agregados llega a
medir 130 nm aproximadamente, se pueden apreciar pequefias particulas formando
estos agregados (Figura 26A, 26B y 26C) de alrededor de 20 nm. Las muestras
RQMNP muestran una morfologia parecida a una red de hilos de magnetita en

aglomerados de hasta 5 um de largo (Figura 26D, 26E y 26F).

Las micrografias SEM se realizaron mediante electrones retrodispersados (BSE),
llamado analisis de contraste Z (Anexo 0), los cuales son electrones que se reflejan

después de las interacciones elasticas entre el haz y la muestra. Por el contrario,
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los electrones secundarios (SE) se originan a partir de los &tomos de la muestra;
son el resultado de interacciones inelasticas entre el haz de electrones y la muestra;
con esto, podemos inferir que las zonas de mayor intensidad luminica son atomos
de mayor peso molecular, es decir el hierro en este material, mientras que las zonas
con menos intensidad son atomos de menor peso molecular, es decir el oxigeno
[159]. Se puede observar que el oxigeno ocupa mayormente la superficie de los
materiales CQMNP salvo en las esquinas (Figura 26A, 26B y 26C), mientras que
en los hilos hay méas presencia de hierro en la superficie (Figura 26D, 26E y 26F).
Esto puede deberse a la forma en la que esté creciendo el material, dado que en la
coprecipitacién quimica la sintesis se da de forma libre, en medo acuoso, mientras
gue en la reduccién quimica el pirrol actia de molde, podemos inferir que el material

crece en el plano (4 4 0).

Se analizaron también las micrografias obtenidas de TEM para obtener el tamafio
promedio aproximado de las particulas amorfas CQMNP y el ancho y largo de los
hilos RQMNP. Las micrografias mostraron tamafios promedio de particula de 22.75,
19.81y 16.7 nm, formando aglomerados de 400, 350 y 530 nm para las CQMNP a
120, 160 y 200 °C respectivamente, obtenidos con el programa de medicion de
pixeles ImageJ Image Software Analyzer de las micrografias resultantes de TEM
(Figura 28).
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Figura 26.- Micrografias SEM de las MNP sin recubrir. Nanoparticulas sintetizadas mediante coprecipitacion quimica (CQ) a (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C
(amorfas) y reduccion quimica (RQ) a (D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C.
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Figura 28.- Micrografias TEM de las MNP sin recubrir. Nanoparticulas sintetizadas mediante reduccién quimica (RQ) a (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C (hilos) y
sus respectivos tamafios (D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C.
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VII.1.2. Cargay radio hidrodindmico (PZ)
La carga superficial y el tamafio en solucién o radio hidrodindmico fue obtenido
mediante la técnica de potencial Z en la solucion fisiolégica o solucién de Krebs,

utilizada para llevar a cabo la evaluacion bioldgica de las MNP (Anexo A.5).

La inestabilidad intrinseca que presentan las MNP en el rango de tamafo

nanomeétrico, se manifiesta de dos formas principales:

e Alta polidispersién, donde los NP pequefios tienden a agregarse y formar
particulas grandes para reducir la energia superficial [160].

e Pérdida de magnetismo, donde las MNP desnudos se oxidan facilmente en
el aire debido a su alta actividad quimica, especialmente la magnetita (FesOa)
y maghemita (y-Fe203) es un problema inevitable asociado con estos

materiales durante periodos largos [161].

La lectura de las MNP se llevé a cabo concentraciones relativamente altas debido
a la presencia de su campo magnético con un valor aproximado entre 40 y 100
Am?2kg? de susceptibilidad magnética (Ms) en una solucién de concentraciéon 0.001
mgmL=*. Al analizar los potenciales de las MNPs, se observa una alta
polidispersidad, esperada en las MNPs, con valores de carga superficial negativo y
positivo en las MNP amorfas CQ. Esto puede deberse a la presencia de iones de
sales en la solucion de Krebs utilizada en el andlisis (Cl, Na*, COs?, K*, Mg?*, SO4*
, PO4%, Ca?', glucosa y piruvato). Al ser particulas negativamente cargadas
naturalmente, con valores reportados de alrededor de -15 a -20 mV [162], las MNP
atraen iones cargados positivamente [163] lo cual podria explicar el comportamiento
polipotencial de las particulas (Figura 29A, 29B y 29C). Podemos corroborarlo en
los potenciales de las particulas recubrieras, donde este fenbmeno desaparece a
pesar de ser particulas negativas también. Tienen poca estabilidad coloidal dado
gue se encuentran en el umbral de +30 mV [164], [165], siendo las mas estables
entre las MNP sintetizadas con el tratamiento térmico de 120 °C.

Se observo un tamafio de particulas de alrededor de 866.1, 374.4 y 654.9 nm para
las MNP de temperaturas 120, 160 y 200°C de las particulas amorfas CQ (Figura
29D, 29E y 29F). Estos valores son esperados debido a su naturaleza magnética y

tamafo de las particulas individuales vistas en TEM.
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Una vez recubiertas las particulas amorfas como se observa en TEM los
polipotenciales que se presentaban en las particulas amorfas desnudas se
concentraron en un solo potencial, negativo para todas las temperaturas con valores
de -11.84, -22.39 y -1.24 mV para las temperaturas de 120, 160 y 200°C
respectivamente (Figura 30A, 30B y 30C). Esto es debido a que la interaccion con
los iones se vuelve mas débil cuando el campo magnético es recubierto con una
capa externa de material dieléctrico como el silicio [75]. Aunque el potencial es mas
definido y centrado en un solo punto, las particulas siguen siendo inestables en
solucion dado que se encuentran dentro del umbral de +30 mV. Esto puede indicar
un recubrimiento exitoso mediante el método de Stober. La dispersion previa a la
gue se someten las particulas antes de afiadir la solucion de TEOS a la reaccion
pudiera evitar la aglomeracion y asi recubriéndolas en tamafios mas pequefios que
los que presentan las particulas sin recubrir, agrupadas por su comportamiento

magnético, reduciendo su tamafio.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 29.- Carga superficial de las diferentes temperaturas (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C y radio hidrodinamico (D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C de las
particulas amorfas CQ.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 30.- Carga superficial de las diferentes temperaturas (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C y radio hidrodinamico (D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C de las
particulas amorfas recubiertas SIMNP CQ.
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Un comportamiento similar de aglomeracion se puede observar en los andlisis de
los hilos magnéticos RQ; sin embargo, los hilos magnéticos presentan menor
sensibilidad magnética, alrededor de 40 Am?kg?, y su morfologia en forma de red
les permite tener una menor aglomeracion [61]. Similar a las particulas amorfas CQ,
la carga se mantiene en valores negativos, pero con curvas de potencial mas
definidas, lo que infiere que la distribucién de potencial del material en solucién
atraviesa el umbral de estabilidad, haciéndolas mas estables que los hilos
magnéticos RQ con una sensibilidad magnética menor [163] obteniendo valores de
2.7,-36.2y-31.9 mV para las temperaturas de 120, 160 y 200 °C, respectivamente;
asi también, el tamafio de los arreglos se ve afectado por el arreglo en red de los
hilos magnéticos, arrojando valores de 169.9, 374.4 y 161.8 nm para las
temperaturas de 120, 160 y 200 °C, respectivamente.

Los hilos magnéticos RQ, a pesar de tener una apariencia intricada en SEM, se
observa que en TEM tienen una separaciéon mayor que los aglomerados en las
particulas amorfas CQ, y comparando los tamafios de las dos morfologias (Tabla
2), se observa la tendencia de en la reduccion de los aglomerados debido la

morfologia y sensibilidad magnética.

Tabla 2.- Tamafios obtenidos mediante DLS en potencial Z de las MNP, amorfas e hilos.

Temperatura (°C) | CQ (radio hidrodinamico) | RQ (radio hidrodinamico)

120 866 nm 169 nm
160 374 nm 374 nm
200 654 nm 161 nm

Una vez recubiertos, los hilos presentaron un incremento en el potencial para las
temperaturas de 120 y 160°C, llegando a -5.5 y -40.4 mV respectivamente, mientras
gue para la temperatura de 200°C el potencial se redujo a -18 mV (Figura 31A, 31B
y 31C). Con respecto al tamafio, se incrementaron los valores a 264nm para la
condicion de calcinado de 120°C, el tamafio para la temperatura de 160°C se

mantuvo en valores similares y los hilos de obtenidos en condiciones de 200°C
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aumentaron su tamano alrededor de 4 veces su valor sin recubrimiento de silicio, lo

cual puede explicar la caida de estabilidad en solucién.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 31.- Carga superficial de las diferentes temperaturas (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C y radio hidrodinamico (D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C de los hilos
magnéticos RQ.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 32.- Carga superficial de las diferentes temperaturas (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C y radio hidrodinamico (D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C de los hilos
magnéticos recubiertos SIMNP RQ.
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VII.1.3. Sensibilidad magnética (Ms)
Para asegurar el comportamiento magnético del material se realizé la prueba de

sensibilidad magnética mediante magnetometria suspendida.

Al modificar las condiciones de sintesis utilizando un sonotrodo en lugar de un bafio
ultrasénico y concentrado asi los puntos calientes producidos durante la
sonoquimica, se logré6 mejorar la sensibilidad magnética con lo reportado en la
bibliografia [166].

La caracterizacion magnética de las MNP se registro en los de campos magnéticos
B = 500 y B = 1000 mT para asegurar que se alcanzara la saturacion de los
materiales. Las curvas de magnetizacion de las particulas amorfas y los hilos
magnéticos RQ.

Este andlisis reveld que las muestras obtuvieron valores de saturacién de
magnetizacion (Ms), en 105, 92 y 59 Am?kg™? para las temperaturas de 120, 160 y
200 °C, respectivamente, con una aportacion de aumento después de la saturacion
pudiendo atribuirse a la presencia de diferentes tamafios de particula [166]. Este
incremento en la magnetizacion se observa en la curva de histéresis de la Figura
33, previo a alcanzar el punto de saturacién Ms, lo cual parece revelar la presencia
de particulas superparamagnéticas mas pequefias [167].

Las curvas de histéresis muestran el comportamiento caracteristico de los
materiales superparamagnéticos, los cuales no presentan un ensanchamiento en la
histéresis, lo que se puede interpretar como la falta de coercividad (medicion de la
capacidad de un material para soportar un campo magnético externo sin
desmagnetizarse) [167]-[169]. La presencia de los dominios magnéticos
individuales alineandose al campo magnético externo les da esa caracteristica, que
es de gran utilidad en las aplicaciones biomédicas en imagenologia y terandstica,
ya que pueden cambiar subitamente en modificaciones de campo magnético y

proveer imagenes mas claras [170].
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Figura 33.- Curvas de magnetizacién de histéresis magnética de las particulas amorfas CQ (A) e hilos
magneéticos RQ (B).

VII.1.4. Cristalinidad
Para comprobar que el material tuviera la estructura correcta de la magnetita se
llevaron a cabo analisis de difraccion de rayos X (XRD).
Los difractogramas arrojaron una tension e intensidad mayores en el plano cristalino
(4 00), lo cual indica una compresion en la red cristalina y un aumento de presencia
del plano, con lo que se puede inferir que los hilos estan creciendo

preferencialmente en el plano (4 0 0) (Figura 34).

Figura 34.- Estructura de la magnetita propuesta de crecimiento en la sintesis de reduccién y coprecipitacion
quimica. Se observa una linea de hierro en el plano (1 1 1) donde pueden estar creciendo las particulas amorfas.
Se marca el plano (4 4 0) como el plano
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La fase cristalina de las nanoparticulas se puede determinar observando dénde se
ubican las reflexiones de Bragg en el patrén de difraccion (Figura 35y 36). El patron
de difraccion de las MNP exhibe reflexiones en angulos 26 en 30,2°, 35,5°, 43,2°,
53,5° 57,1° y 62,9°, que corresponden a la estructura espinela de la magnetita en
los planos cristalinos (220),(311),(400),(422),(511)y (4 40), respectivamente,
de acuerdo a la base de datos de estructuras cristalinas americana (AMCSD, cédigo
0002400), siendo los mas representativos los planos (3 1 1), que pueden deberse a
la contribucion de magnetita en las nanoparticulas amorfas CQ (Figura 35A) y no
otras estructuras de hierro [171], [172].

Las difracciones de Bragg que caracterizan una estructura tipo espinela de
magnetita persistieron después de aplicar el tratamiento de Stober (Figura 35B).
Existe un ligero desplazamiento de las difracciones hacia la derecha en los planos
(51 1)y (4 00) que pudiera indicar la tension dentro de la estructura exhibe
uniformemente dentro de la red cristalina [173] que fue calculada mas adelante
mediante el analisis de Williamson-Hall.

En la Figura 36A se muestran los hilos magnéticos que, por otra parte, perdieron la
mayoria de los planos cristalinos de la magnetita y ganaron otros nuevos dentro de
los &ngulos 26 de 20° y 40° que pueden indicar el cambio de estructura a wustita y
goetita respectivamente [174].

Una vez que los hilos magnéticos RQ se recubrieron con silicio, las reflexiones de
Bragg que aparecieron diferentes a los representativos de la magnetita en 20 de 20°
y 40°, lo que puede significar que esos planos se vieron reducidos al aplicar el
recubrimiento (Figura 36B).

Ambos difractogramas (CQ y RQ) muestran una pobre presencia de calidad
cristalina, dado que el “ruido” de los difractogramas (presente como la ausencia de
la linea discontinua en la medicion), lo cual es evidente debido a los tratamientos
térmicos que, a la par de promover el crecimiento de la estructura cristalina debido
al aumento en el tamafo de grano gracias a las altas temperaturas, también podria
propiciar un ambiente que favorezca la oxidacion [175], modificando la estructura

espinela y eliminar las propiedades magnéticas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A B

Figura 35.- Difractogramas de las particulas amorfas CQ (A) sin recubrir y (B) recubiertas de silicio.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A B

Figura 36.- Difractogramas de los hilos magnéticos RQ (A) sin recubrir y (B) recubiertas de silicio.
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El tamafio del cristalito y la tensién se obtuvieron utilizando la determinacion de
Williamson - Hall (ANEXO A.7) de cada una de las difracciones presentes en los

difractogramas. Dando como resultado los valores de la Tabla 3.

Tabla 3.- Valores de tamafio de cristalito y tension obtenidos de los difractogramas de CQ y RQ mediante
Williamson - Hall.

Material Tamafio de cristalito | Tension

D (nm) g x103
CQ 120°C 13.26 0.101
CQ 160°C 16.8 0.501
CQ 200°C 16.33 0.586
RQ 120°C 86.72 6.096
RQ 160°C 80.45 1.615
RQ 200°C 45,54 0.822

Los valores de tension en la red se muestran mas prominentes en los hilos
magnéticos, lo cual puede indicar que la red esta siendo presionada dada la
restriccion del pirrol, dandole el crecimiento preferencial en el plano cristalino (4 0

0) y su corrimiento hacia angulos superiores [176].

Los tamafos de cristalito aumentan con la temperatura de 120°C a 160°C en las
particulas amorfas CQ, lo cual es de esperarse ya que a mayor temperatura el
tamafo de cristalito crece. Al llegar a los 200°C sin embargo, el cristalito disminuye
0.5 nm, que no es suficiente para ser significativo pero podria deberse a que la
temperatura es demasiado alta y se expone el material a la oxidacion, cambiando
su estructura y su factor de empaquetamiento [177]. Sin embargo, en los hilos
magnéticos el tamafio de cristal se reduce a partir de los 160°C, disminuyendo su
tamafo a la mitad cuando se somete a 200°C. Cabe aclarar que en la literatura
obtenida para la metodologia de sintesis mediante pirrol no se utiliza ningln
tratamiento térmico [151], pero se le dieron estos tratamientos para observar las

variaciones en la estructura.

De los difractogramas se llevd a cabo el analisis cristalografico denominado

refinamiento Rietveld (utilizando minimos cuadrados para refinar un difractograma
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tedrico hasta que coincida con el perfil del difractograma obtenido, Anexo A.7.3)

para obtener su porcentaje en fase y recreacion de acomodo interno (Figura 37).

La Tabla 4 contiene los valores de las fases obtenidas de los refinamientos Rietveld
de las particulas amorfas CQ. Se puede observar que para todos los materiales la
estructura de la magnetita es mayoritaria, arriba del 60%, donde la cantidad de
magnetita disminuye con la temperatura, lo cual es esperado ya que la estructura
se somete a un ambiente que propicia la oxidacion cuando se aumenta la
temperatura cuando no se encuentra en una atmosfera inerte [178], formando la
creacion de fases como la magnesita, lo que puede deberse a una contaminacién
dentro del ambiente de calcinado o bien, la magnesita presenta reflexiones de Bragg
similares a la maghemita que aparecen al ser calcinado a 200°C (AMCD, cédigo
0000099) [48].

Tabla 4.- Porcentajes de las diferentes fases obtenidas de los refinamientos Rietveld de las particulas amorfas

CQ.

Muestra Fase Wt% x2 GoF
Maghemita 1.21
cQi20 Magnetita 97.2 1.52 1.23
Woustita 0.63
Goetita 0.98
Maghemita 1.19
€Q160 Goetita 0 1.26 1.12
Magnetita 97.2
Woustita 0.68
CQ200 Hematita 0
Maghemita 1.53 1.20 1.10
Magnetita 69.3
Woustita 1.26
Magnesita 28.8
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RESULTADOS Y DISCUSION

A B

Figura 37.- Refinamientos Rietveld de las particulas amorfas CQ a (A) 120°C, (B) 160°C y (C) 200°C.
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VII.2. Pruebas Biologicas
El efecto biolégico a nivel cardiovascular inducido por de las MNP se ha publicado
anteriormente en el grupo de investigacion a diferentes condiciones a las
presentadas en el presente trabajo, diferente grado de cristalinidad y morfologia.
Condiciones que promovieron perfiles fisiolégicos a nivel cardiovascular asociados
con valores elevados de presion de perfusion (PP) y elevadas concentraciones de
oxido nitrico (NO) [179]. Para identificar las propiedades que provocan este
comportamiento se siguié el mismo protocolo para diferenciar los efectos de
morfologia, cristalinidad, tamafio, carga, magnetismo, composicion de superficie y
radio hidrodinamico y asi identificar y relacionar la propiedad con el efecto fisioldgico

y el NO como mediador de este.

Dado que cada corazon funge como su propio control, a cada uno se le administré
su propio control previo a administrar los materiales magnéticos para garantizar que
cada uno de estos respondiera adecuadamente a estos controles, denominados
sustancias vasoactivas, fenilefrina (Phe) como control de respuesta contractil
(identificada como un aumento en la PP) y acetilcolina (ACh) como control de
respuesta relajante (identificada como un aumento en la PP) (Figura 38). El enfoque
de Langendorff, que se obtuvo, establece que antes de que comience la
administracion de reactivacion, se le da al corazén un intervalo de estabilidad de 20
minutos para lograr una PP constante o de referencia y se siguié el protocolo

descrito en la seccion de metodologia (Seccion VI.3.2, Figura 23).

Una vez transcurrido el tiempo de estabilizacion, se introdujeron las sustancias
vasoactivas control a cada corazén; Después de eso, se da un periodo de efecto y
lavado de 10 minutos para observar el efecto de las sustancias control; asi como
para cada administracion en concentraciones crecientes de los tratamientos de
MNP, con diez minutos de efecto entre ellos. En el corazon, la ACh disminuyo la

PP, pero Phe tuvo un efecto estimulante como se ve por un aumento en PP.
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Figura 38.- Registros caracteristicos de las sustancias control. Fenilefrina (Phe) como control contractil y
acetilcolina (ACh) como control relajante.

VII.2.1. Evaluacion de las MNP en corazén aislado y perfundido de rata
Las MNP produjeron un efecto contractil a partir de la primera administracion de las
particulas amorfas CQ con la menor concentracion en el rango de 1, 10, 100 y 1000
ugmL-t (Figura 39), manteniendo el efecto contractil con un incremento sustancial
en la PP, aproximadamente 130, 110 y 100 para las temperaturas de 120 °C, 160°C
y 200°C, respectivamente. Las particulas amorfas CQ bajo las tres condiciones de
temperatura promovieron un incremento mayor de la PP, alrededor de 30 mmHg en
la administraciéon de 10 y 1000 ugmL* (Figura 39A). Este efecto puede deberse a
la aglomeracion que este tipo de MNP desnudas presentan, ya que al incrementar
la concentraciéon de las particulas con cada administracidon, pudieran aumentar de
tamafio [180].
Asimismo, se observo un incremento de tamafio en el corazon como resultado de
las administraciones consecutivas de las MNP. Aunque la posibilidad de un infarto
no se descarta, los registros se mantuvieron en el efecto sostenido hasta el final del
experimento, alrededor de dos horas, y el corazon no presentd signos que indicaran
un infarto (rompimiento de capilares), dado que las particulas amorfas CQ llegan a
medir en el orden de 20 nm en particulas individuales y 800 nm (0.8 um) de radio
hidrodinamico cuando se aglomeran, podrian ser capaces de obstruir los vasos

coronarios (alrededor de 100 a 260 um de espesor) [100].
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Las particulas amorfas CQ a 160°C tuvieron un comportamiento similar, llegando a
un valor maximo del efecto contractil sostenido hasta 110 mmHg con un tamafio de
aglomerados de 30 nm. Sin embargo, se obtuvieron valores de alrededor de 25
mmHg en la primera administracion a 1 ugmL?, a diferencia de las particulas
amorfas CQ 120°C que tuvieron un aumento similar a 10 ugmL?* (Figura 39B). Las
particulas amorfas CQ a 200°C por otro lado, fueron las que presentaron el menor
incremento en la PP (100 mmHg), con un tamaifio similar a las CQ120°C en 600 nm
cuando estan en solucién, en particulas individuales, sin embargo, obtuvieron un
valor de 16 nm en particulas individuales mediante TEM. Esto pudo permitir que las

particulas no interaccionaran con la superficie celular [181].

Se requiere un estudio histolégico para poder discernir si existe una bioacumulacién
0 si las particulas logran penetrar la membrana celular. Sin embargo, existe
evidencia que las MNP no logran atravesar la membrana salvo por transporte activo,
que requiere un campo magnético intenso para permear la membrana en sistemas

in vitro de células madre/estromales mesenquimales amniéticas humanas [182].

Tomando en cuenta las propiedades magnéticas de las MNP y su reducido tamafio,
incluso menor a una micra cuando aglomeradas, se podria sugerir la formacion de
un complejo de iones de la solucién de fisiol6gica [183], limitando al coraz6n de
factores que intervienen en la via de sefializacion de los factores de relajacibn como
el 6xido nitrico (NO) como el calcio (Ca?*) y la posterior elevacion de la presion [184].
Los dos estados de oxidacion fisioldgicamente significativos del hierro son ferroso
(Fe?*) y férrico (Fe®). Numerosas proteinas y enzimas que permiten procesos
bioldgicos vitales, incluido el transporte de oxigeno, la produccion de energia, la
sintesis de ADN, la replicacion celular y el desarrollo, dependen del hierro como
componente clave [185], [186]. La lixiviacion producida de iones Fe?* que se
producen al estar presente el material en la solucion [138] se podria estar
interfiriendo con la liberacibn de NO generados como respuesta del corazén en
presencia de las particulas amorfas CQ, que se ha reportado los compuestos de
hierro como los iones solubles Fe?* (presente en la hemoglobina) tienden a ser

inhibidores en la sefalizacion de NO [9].
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A la par de los experimentos de Langendorff se realizaron las determinaciones de
la produccion de NO con las alicuotas del perfil de administracion (Figura 40D, 40E
y 40F), donde se observa un incremento significativo en la concentracion producida
de NO, la cual tiene un valor basal aproximado de 15 a 20uM (ACh)y 1 a 5 uM de
corazon sin ACh. Aumentos de alrededor de 20uM referente al control de ACh,
sugiriendo que las particulas CQ producen procesos de liberacion de NO en el tejido
del corazén, que puede indicar la estimulacién de la isoforma responsable de la
produccion de NO inducible (iNOS) [10], o a través de un bloqueo de los receptores
muscarinicos, los cuales presentan afinidad por la ACh y iones Fe?* [187].

Los iones que conforman la solucion de Krebs parecen no poseer un impacto en la
dispersion de las MNP [188], ya que de acuerdo a las cargas superficiales obtenidos
en la seccién anterior (Figura 29) las MNP presentan superficies cargadas
negativamente (en su mayoria en polidispersién), lo cual podria causar interferencia
en iones importantes para la célula, como el calcio, magnesio y potasio [189] al estar
negativamente cargada. Por el otro lado, las propiedades magnéticas de las MNP
no afectan iones en solucioén sin la presencia de un campo magnético polarizado

linealmente de frecuencia Unica, especificamente para el calcio 156:5 uT [190].

Una vez que las particulas se recubren con silicio, todos los efectos sostenidos de
contractilidad desaparecen por completo (Figura 41A, 40B y 40C). Esto agrega un
fundamento sélido mas a la interaccion del hierro lixiviado con la via de sefializacion
del NO, puesto que cuando se realiza una modificacién del material en superficie,
en este caso silicio, los efectos contractiles del corazon se vuelven nulos, tanto en
los datos estadisticos de los registros de la PP (Figura 42A, 41B y 41C) y la
produccioén del NO (Figura 42D, 41E y 41F), por lo que se puede suponer que el
tamafio de las particulas no es un factor y no estan interaccionando mecanicamente
0, al menos, no estan actuando las vias mecanicas de los receptores muscarinicos
de la sintetasa endotelial de NO [191].
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 39.- Diagramas representativos de los registros de las concentraciones crecientes de MNP amorfas CQ sin recubrir a (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C en
corazones perfundidos de rata.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A B C

*%

*%

Figura 40.- Datos estadisticos obtenidos de los registros del sistema de corazén perfundido Langendorff y los valores de éxido nitrico para las MNP amorfas a las
diferentgs temperaturas (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C y (D)120°C, (E) 160 °Cy (F) 200 °C. Se representa el analisis ANOVA de una via vs el control como: *p
< 0.05, *p < 0.01.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 41.- Diagramas representativos de los registros de las concentraciones crecientes de MNP amorfas CQ recubiertas a (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C en
corazones perfundidos de rata.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A B C

* * * % * x * % x *x *x * * *

Figura 42.- Datos estadisticos obtenidos de los registros del sistema de corazon perfundido Langendorff y los valores de éxido nitrico para las MNP amorfas
recubiertas a las diferentes temperaturas (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C y (D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C. Se representa el analisis ANOVA de una via vs el
control como: *p < 0.05; **p < 0.01.
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De forma similar, las barras magnéticas tuvieron efectos contractiles sostenidos
elevando la PP hasta valores de 102, 125, y 107 mmHg para las temperaturas de
120, 160 y 200°C, respectivamente.

Este comportamiento analogo parece indicar que la lixiviacion de iones es similar
entre ambos materiales. Los efectos en los hilos magnéticos, sin embargo, no
produjeron un aumento en la produccién de los valores de NO, salvo en las
concentraciones 1, 100 y 10 uygmL! para las temperaturas de 120, 160 y 200°C,
respectivamente. Para los hilos RQ120 se observa que el aumento en la
concentracion de NO se dio al finalizar la administracién, lo que puede indicar que
fue el paso de las nanoparticulas y no su presencia lo que causoé la produccion de
NO, pero vuelve a su basal terminado el periodo de lavado (Figura 44D). Para los
hilos RQ160, los valores de NO aumentaron en 1y 10 ugmL* pero, al igual que los
hilos RQ120, estan dentro del rango del control ACh (Figura 44E) junto con los hilos
RQ200, los cuales mostraron un aumento en 10 ugmL™* en el proceso de lavado
(Figura 44F). Estos efectos pueden indicar que la morfologia tiene un impacto en la
internalizacion y lixiviacion de los iones Fe?* [192], [193].

Una vez recubiertos los hilos magnéticos RQ, se obtuvieron resultados similares a
los de las particulas amorfas CQ. Los efectos contractiles sostenidos se eliminaron
dando registros basales (Figura 45). De forma similar, los hilos RQ120 y RQ160
arrojaron valores de NO basales, es decir que no hubo producciéon de NO por
ninguna via (Figura 46D y 46E), con el cambio en la produccion de NO en RQ200,
donde en el caso de los hilos magnéticos RQ recubiertos se obtuvieron valores
elevados en los hilos RQ200 (Figura 46F). Esto pudo deberse a que tenian un
tamafio de 560 nm y una estabilidad de -18mV, parametros similares a las particulas
CQ200, lo cual pudo hacer que los hilos tuvieran un comportamiento similar a una

aglomeracion de particulas, alcanzando valores de 120 puM.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 43.- Diagramas representativos de los registros de las concentraciones crecientes de los hilos magnéticos RQ sin recubrir a (A)120°C, (B) 160 °Cy (C)
200 °C en corazones perfundidos de rata.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A B C

Figura 44.- Datos estadisticos obtenidos de los registros del sistema de corazén perfundido Langendorff y los valores de 6xido nitrico para los hilos magnéticos a
las diferentes temperaturas (A) 120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C y (D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C. Se representa el andlisis ANOVA de una via vs el control como:
*p < 0.05; **p < 0.01.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 45.- Diagramas representativos de los registros de las concentraciones crecientes de los hilos magnéticos RQ recubiertos a (A)120°C, (B) 160 °Cy (C)
200 °C en corazones perfundidos de rata.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A B C

* %

Figura 46.- Datos estadisticos obtenidos de los registros del sistema de corazon perfundido Langendorff y los valores de oxido nitrico para los hilos magnéticos
recubiertos a las diferentes temperaturas (A)120°C, (B) 160 °C y (C) 200 °C y (D)120°C, (E) 160 °C y (F) 200 °C. Se representa el analisis ANOVA de una via vs el
control como: *p < 0.05; **p < 0.01.
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VII.2.2. Evaluacion de las MNP en segmentos de anillos aislados de
aorta de rata

Para conocer los efectos del sistema vascular se sometieron segmentos de tejido
de aorta a las mismas concentraciones que en corazén (1, 10, 100, 1000 pgmLY),
simulando su paso por el sistema vascular.
Al igual que en el sistema de Langendorff de corazones de rata, los anillos de aorta
necesitan tener un control al inicio del experimento para comprobar la viabilidad del
tejido administrando una concentracion 2uM de Phe como control contractil y al final

de las administraciones un control relajante de 2uM de ACh (Figura 47).

Figura 47.- Registro representativo que muestra los efectos inducidos por las sustancias vasoactivas
fenilefrina (Phe) y acetilcolina (ACh) utilizadas como controles de contraccion y relajacion vascular
respectivamente en el fisidgrafo de tejidos aislados.

Al administrar las diferentes concentraciones de las nanoestructuras magnéticas sin
el recubrimiento de silicio a los anillos de aorta, se observé un comportamiento
similar al observado en el corazon. La tension aument6 hasta un 50% del control
contractil (Phe), teniendo un comportamiento caracteristico de horméis (respuesta
bioldgica a dosis donde la respuesta aumenta, existe una zona de estabilizacion y
una zona de dafio) ante agentes externos de pruebas de toxicidad (Figura 48A 'y
48D) [194] aumentando en los valores de 100 ugmL* para la temperatura de 120°C,
mientras que en 200°C el aumento de tension ocurre en 10 ugmL™? (Figura 48B y
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48C). Al finalizar las administraciones se afiadio el control dilatador ACh para reducir

la tension del tejido y se observo una disminucion del efecto relajante.

C D

Figura 48.- Registros representativos del fisiografo de anillos de aorta de las nanoestructuras amorfas A) 120°C
y C) 200°C y sus valores estadisticos B) 120°C y D) 200°C sin recubrimiento. Se representa el analisis ANOVA
de una via vs el control como: *p < 0.05; **p < 0.01.
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Una vez que se recubren las nanoestructuras amorfas con silicio mediante el
método de Stbber, el resultado es similar a lo observado en los corazones, donde
tenemos una disminucion de los valores de tension hasta de un 25% del valor del
control, la mitad del valor maximo observado para las estructuras amorfas
magnéticas (Figura 49A y 49B). Mientras que para la temperatura de 200°C el
efecto fue casi nulo, obteniendo valores de 5 a 10 % con respecto al control contractil
(Phe) (Figura 49C vy 49D). Esto puede deberse de igual manera a que el tamafio de
las particulas no es un factor y no estén interaccionando mecanicamente o, al
menos, no estan actuando las vias mecanicas de los receptores muscarinicos de la
sintetasa endotelial de NO [191] mediante lixiviacion, la cual se ve afectada por el

recubrimiento de silicio al no estar expuesto el hierro a la solucion fisiologica [195].
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C D
Figura 49.- Registros representativos del fisiografo de anillos de aorta de las nanoestructuras amorfas A) 120°C

y C) 200°C y sus valores estadisticos B) 120°C y D) 200°C con recubrimiento de silicio. Se representa el analisis
ANOVA de una via vs el control como: *p < 0.05; **p < 0.01.

En el caso de los hilos magnéticos, el comportamiento de hormesis no se encuentra
presente, a diferencia de las estructuras amorfas, pero se alcanzan valores
maximos similares de alrededor de 40 a 50% para la temperatura de 120°C (Figura
50A y 48B) por lo que, al igual que el corazon, la composicion parece jugar un papel
mas importante que el del tamafio.

Por otro lado, los hilos magnéticos a temperatura de 200°C tuvieron un efecto similar
a lo observado hasta ahora por os materiales recubiertos, lo que puede deberse a
la disponibilidad de los iones de hierro mediante la morfologia, ya que estas
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estructuras a esta temperatura no mostraron la misma distribucion que las otras

temperaturas menores.

C D
Figura 50.- Registros representativos del fisiografo de anillos de aorta de los hilos magnéticos A) 120°C y C)

200°C vy sus valores estadisticos B) 120°C y D) 200°C sin recubrimiento. Se representa el analisis ANOVA de
una via vs el control como: *p < 0.05; **p < 0.01.

Cuando se aplic6 el recubrimiento de silicio, las nanoestructuras de hilos
magnéticos a temperatura de 120°C tuvieron un comportamiento similar al
observado a lo largo de los experimentos. El efecto de contraccion sostenido
desaparecié casi por completo en los valores de 100 y 1000 ugmL™ (Figura 51A y
51B) reforzando la premisa en que el factor mas importante es la composicion de

hierro la que provoca los efectos contractiles dentro del tejido aértico.
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Posteriormente, para la temperatura de 200°C se observa una disminucion del valor
maximo en 1000 1000 ugmL?, pero aumentaron los valores de concentraciones
menores (Figura 51C vy 51D).

Estos resultados son consistentes con lo observado en el corazon, donde los
efectos de contraccion sostenida presentados de los materiales magnéticos sin un
recubrimiento, se ve mitigado o desaparece por completo cuando al recubrir con
silicio. El andlisis del recubrimiento total o parcial podria dar explicacion a los

resultados.

C D
Figura 51.- Registros representativos del fisiografo de anillos de aorta de los hilos magnéticos A) 120°C y C)

200°C y sus valores estadisticos B) 120°C y D) 200°C con recubrimiento. Se representa el analisis ANOVA de
una via vs el control como: *p < 0.05; **p < 0.01.
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Al igual que en el corazon, se tomo un alicuota para determinar la concentracion del

oxido nitrico para reconocer las posibles vias de accion de los materiales.

A diferencia de los corazones, Unicamente se tomaron alicuotas al principio y al final
de las administraciones de las estructuras magnéticas, ya que no es un flujo
constante como en el corazén aislado, sino que es un volumen definido y no se
toman alicuotas para evitar dejar el tejido expuesto al aire.

En los analisis de NO, se observa un aumento en los valores de concentracion en
respuesta a la elevada contractilidad provocada por las nanoestructuras magnéticas
(Figura 52A y 51B). Sin embargo, los niveles de contraccion se elevan a
concentraciones similares a los valores de ACh presentes en el corazén (Figura 52)
mantienen sin cambios durante todo el experimento, por lo que se puede proponer
gue la produccion de NO no se ve afectada desde dentro de la célula del musculo
liso, si no que una vez liberado, el hierro parece interferir con la via de sefializacién

del NO, posiblemente por lixiviacion.

A B
Figura 52.- Valores de 6xido nitrico del sistema de anillos aislados de aorta los para los hilos magnéticos

recubiertos a las diferentes temperaturas (A)120°C, (B) 200 °C. Se representa el andlisis ANOVA de una via vs
el control como: *p < 0.05; **p < 0.01.

Los valores del aumento sostenido de la contractilidad tanto para corazon como
para aorta indican que hay una interaccion de los materiales con el tejido vascular

gue impide que este vuelva a relajarse de nuevo como se observo en los resultados
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de 6xido nitrico donde estos aumentan sin un efecto visible de relajacion para
ambos tejidos corazén tanto como para aorta un analisis mas profundo dentro de
las vias de sefializacion de la produccion de NO es necesario para reafirmar las
suposiciones presentadas indirectamente en el trabajo mediante las expresiones de
las diferentes isoformas de NO (eNOS, iNOS y nNOS).

Con estos resultados, es posible observar el comportamiento de los materiales
mediante un andlisis de similitudes de PCA.

Propuesta de los efectos observados

Las MNP presentan efectos adversos severos sobre el tejido cardiaco del corazén
debido, como primera conjetura, basada en el cambio de presion y forma del tejido,
a su tamafio y relativa facilidad de atraer a los iones presentes en la solucion, que
pueden facilmente entrar en contacto con los receptores muscarinicos y afectar la
sefalizacion del NO, provocando asi los efectos de la contraccion observados en la
ACh con las nanoestructuras sin recubrir (Figura 53A y 53B) ya que los iones de
hierro solubles en agua Fe?* tiende a formar ligandos reversibles con las moléculas
de NO [133], los cuales no pueden ser anclados a los receptores de NO en la
membrana de las células del musculo liso, por lo que se observa la produccién de

NO mas no sus efectos en los ensayos tanto de coraz6n como de anillos de aorta.

Las nanoestructuras recubiertas en cambio, dada su coraza de silicio y en los hilos
magnéticos, el crecimiento preferencial cambiando los planos cristalinos expuestos
al agua, presentan propiedades vistas dentro de materiales en bulto de sus
contrapartes nanoestructuradas [196], lo que podria suponer que estan produciendo
lixiviacion de iones solubles en agua Fe?* disminuido por el silicio, pero al ser
nanoestructurados, interfieren también, aunque de forma mas débil, con el NO como

los materiales sin recubrir (Figura 53C y 53D).
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RESULTADOS Y DISCUSION

C D

Figura 53.- Posibles efectos de las estructuras amorfas CQ A) sin recubrir y C) recubiertas, asi como los hilos magnéticos RQ B) sin recubrir B) y D) recubiertas en
el tejido vascular.
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VII.3. Modelo estadistico de analisis de componentes principales (PCA)
Una vez obtenidos los valores de cristalinidad, morfologia, tamafio (individual y radio
hidrodinamico), carga, recubrimiento y sus efectos en el tejido, valores del PP,
concentracion de NO y tension en anillos aérticos (Tabla 5) se procedio a introducir
los valores en el cédigo disefiado en el software R para el analisis de contribuciones

de componentes principales o PCA (Anexo A.8).

Tabla 5.- Valores obtenidos de las propiedades y efectos provocados por las MNP.

MNP TAMANO  RADIO CARGA PRESION TENSION ~ CONCENTRA-  RECUBRI-
(hm) HIDRODI- SUPERFI- DE ] (ar) CION DE NO MIENTO

NAMICO CIAL (mV) PERFUSION (UM)

(nm) (mmHg)
CQ120 22 866 19 15 62.21 24 No
CQ160 19 374 12 20 - - No
CQ200 16 654 4 30 34.00 0.5 No
SICQ120 50 150 -11 10 32.63 375 Si
SICQ160 60 569 -22 13 - - Si
SICQ200 50 264 -1 15 10.87 27 Si
RQ120 50 169 2 13 39.84 31.16 No
RQ160 60 374 -36 15 - 5 No
RQ200 60 161 -31 35 32.63 27.16 No
SIRQ120 100 246 -5 1 10.87 34.33 Si
SIRQ160 70 374 -40 2 - - Si
SIRQ200 80 569 -18 3 2426912 45.33 Si

El analisis de PCA arroja dos resultados diferentes, las similitudes entre los
individuos o sujetos de prueba, en este caso los materiales CQ y RQ con sus
diferentes temperaturas, y el analisis de las contribuciones de las variables, es decir,
cristalinidad, morfologia, tamafio, carga y recubrimiento.

En la primer grafica de individuos (Figura 54) podemos observar la similitud entre
el comportamiento de los individuos, entre mas cercanos se encuentren entre ellos,
el comportamiento que presentaron de las variables fue parecido, representado por
el cédigo de semaforo (cos?2). En la gréfica podemos observar que los materiales
recubiertos se encuentran agrupados en un espacio en comun, lo cual indica que
los materiales se comportaron de forma similar, el recubrimiento hace que los
materiales tengan efectos similares y se comporten de una manera predecible. Los

materiales sin recubrir, por el contrario, presentan un comportamiento mas disperso
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ninguno de los materiales sin recubrir presentd un comportamiento similar a otro,
siendo el mas alejado los hilos magnéticos RQ120, lo cual indica que aun siendo de
la misma composicion y método de sintesis ningin nanomaterial (al menos los

presentados aqui) pueden tomarse como algo ya conocido.
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Figura 54.- Diagrama de PCA de distribucion de individuos (materiales magnéticos) y su similitud entre ellos.

Al realizar el andlisis de las variables y su contribucién se obtuvo la Figura 55, donde
se crean vectores con el analisis de varianza de cada uno de las variables y sus
interacciones entre ellas para formar un vector de contribucién, representado por la
flecha del vector y el semaforo de contribucion, rojo siendo el mas representativo.
El circulo representa el todo de las contribuciones (con valor de 1), es decir, entre
mas cercano se encuentre un valor del circulo. Se observa que la PP fue la mas

representativa para el analisis entre propiedad-efecto, seguido de la concentracion
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de NO vy la grafica arroja también que la variable a considerar que produjo los efectos
observados fue el tamafio de las particulas o hilos individuales obtenido mediante
TEM, mientras que el tamafio obtenido mediante DLS (radio hidrodinamico) fue el
menos relevante. Esto indica que, para los materiales nanoestructurados
estudiados en este proyecto, el tamafio es el factor crucial que considerar al
momento de disefiar materiales con una aplicacién dentro del sistema vascular,
seguido por la composicion o modificacion en la superficie, el recubrimiento, en este

caso de silicio representada con la leyenda “Tipo” dentro de la Figura 55.
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Figura 55.- Diagrama de PCA de contribucion de variables (materiales) y su similitud entre ellos.

Estos diagramas de contribucion de variables y comportamiento de individuos

pueden graficarse para ver la distribucion de quienes fueron los individuos que
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aportaron a que las variables aportaran considerablemente a los resultados finales
(Figura 56).
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Figura 56.- Diagrama completo PCA de distribucién de individuos (materiales) y sus variables.

Este diagrama denominado biplot muestra la distribucion de los individuos
(materiales magnéticos) y su relacion con la contribucién de las variables
observadas. Como se puede apreciar la liberacion de NO esta ligada con los
materiales recubiertos, asi como el tamafio y el recubrimiento, lo cual puede
deberse a que estos materiales no generaban una produccién elevada ni un efecto
contractil dentro del tejido por la proteccion contra la lixiviacion. Mientras que los
materiales sin recubrir, especialmente las estructuras amorfas CQ120, CQ160 vy los
hilos magnéticos RQ200 fueron los responsables de generar una mayor

contribuciéon al aumento de la PP. Asi como las estructuras amorfas CQ120 e hilos
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magnéticos RQ120 ambos a 120°C de condicion de calcinado, mostraron una mayor
contribucion a la carga y tension dentro de la estructura.

El radio hidrodinamico no tuvo un impacto significativo dentro de los efectos
presentados, debido probablemente a que no existe interaccion magnética con los
iones presentes en la solucién, por lo que el radio hidrodinamico a pesar de ser
grande, no es lo suficientemente intenso para hacer que se muevan en la solucion
[197], [199].
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CAPITULO VI

Conclusiones



Conclusiones
Los nanomateriales poseen diferentes propiedades que les confieren multiples
aplicaciones que pueden revolucionar y/o cambiar el alcance de tecnologias
actuales, sobre todo en el campo de la medicina. Pero, el uso de nuevas tecnologias
y tratamientos emergentes siempre trae consigo un margen de riesgo, que, cabe
aclarar, no demerita ni descarta el uso del material, por el contrario, se debe tener
un margen de aplicacion para tener un cuadro de integracion entre los efectos que

pueden causar y las propiedades que las ocasionan.

Estos materiales presentaron efectos adversos al tejido vascular aumentando la PP
y los niveles de NO sin importar la morfologia, pues la diferencia entre particulas e
hilos no fue significativa, ambas nanoestructuras elevaron la PP hasta un 150% del
valor del control; sin embargo, hubo resultados que fueron diferentes para cada
morfologia en la concentracion de NO. Las particulas amorfas elevaron la
concentracion de NO hasta valores de 100 uM en todas sus concentraciones;
mientras que los hilos magnéticos no provocaron un aumento de la concentracion
basal (10uM). Los hilos magnéticos, al no tener un area de contacto tan alta con las
células debido a su composicién parecida a una red, parecen no interactuar de
forma tan marcada como las particulas. Las desventajas de las MNP, su nivel de
lixiviacion y su aglomeracion atribuida a su magnetismo se vio reducida con el
recubrimiento de silicio, que cae al menos en dos 6rdenes de magnitud, lo que los
convierte en una opcién plausible para usar dentro del cuerpo, como lo muestra la
bibliografia.

La morfologia, el tamafio y la composicion desarrollaron un papel importante en los
efectos presentados dentro del tejido vascular, por lo que deben ser factores que
considerar, al menos en el alcance de este proyecto, a los materiales magnéticos
de Oxidos de hierro para posibles aplicaciones biomédicas. Futuras investigaciones
son necesarias para discernir las rutas especificas de los materiales, su
internalizacién, sefalizacion y efecto global que las particulas tienen en el sistema

vascular y, eventualmente, los demas sistemas.
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Perspectivas a futuro
Realizar histologias para comprender en su totalidad la bioacumulacion de
los materiales.
Andlisis de expresion génica de las diferentes vias de produccién de NO
(eNOS, iINOS, nNOS) para dilucidar los efectos mecéanicos, inhibidores
competitivos o respuesta del sistema vascular.
Modificar superficialmente los materiales y separarlos mediante surfactantes
para apreciar la interaccion particula-tejido individual.
Simular in silico con la informacién obtenida la posible interaccion e
internalizacién de las particulas amorfas e hilos.
Cambiar la composicion de los materiales magnéticos para observar el efecto

de diferentes composiciones magnéticas.
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VIIl. Apéndices
Al Solucion fisiolégica para la técnica de Langendorff
La preparacion de la solucion para la perfusion de corazén Langendorff se realiza
en dos pasos como sigue:

All Soluciéon madre (stock 10x) (Tabla A 1).

Tabla A 1.- Solucién stock de la solucion fisiolégica. Almacenar a 4°C.

Sustancia Gramos por cadalitro  Concentracién Final
a preparar (mM)

NaCl 68.84 117.9

KCI 4.47 6.0

CaCl2 1.94 1.7

NaH2PO4 1.44 1.2

MgSOs4 1.44 1.2

A.l2 Se toman 100ml de la solucién stock por cada 1Lt de solucion
fisiologica de Krebs que se deseé preparar (Tabla A 2).

Tabla A 2.- Solucién de Krebs. Esta solucion es preparada en el MOMENTO del experimento y NO puede ser
almacenada.

Sustancia Gramos por cada litro  Concentracién Final
a preparar (mM)

NaHCOs3 2.03g 24.2

Dextrosa 0.90g 5.0

Piruvato 0.55¢ 5.0

Solucién Stock 100 mL -

Un volumen adecuado a solucién de Krebs se neutraliza a pH neutro (7.4) mediante
un constante burbujeo de Carbogeno (95% Oz y 5% CO2) 15 minutos previos al
experimento.

Esta solucién se debe utilizar para realizar toda manipulacion del corazéon a 4°C

fuera del equipo para preservarlo.
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A.2. Solucidn fisiologica para la preparacion de los anillos aislados

La preparacion de la solucién para la técnica de anillos aislados se realiza en un
pasos como sigue:

A2.1 Solucién 1x modificada de Krebs Tabla A 3:

Tabla A 3.- Solucidn fisiologica para anillos aorticos. Esta solucion se almacena a 4°C.

Reactivo Peso Concentracion 1L Concentracion
molecular stock (M) final (mM)
(g/mol)
Cloruro de 58.44 2 59 118
Sodio (NacCl)
Cloruro de 74.55 2 2.35 4.7
Potasio
(KCI)
Sulfato de 120.37 0.25 4.68 1.17
Magnesio
(MgSO0.4)
Fosfato 136.09 0.12 10 1.2
Monobasico
de Potasio
(KH2POa4)
Cloruro de 110.98 0.5 3.6 1.8
Calcio
(CaClz)
mg por
preparar
Dextrosa 180 NA 1.8016 10.01
HEPES 119.98 NA 4.766 20
(CsH18N204S)

La solucién resultante debe ser neutralizada 7.4 pH y almacenada a 4°C.
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A.3. Técnica de perfusion de corazdn de Langendorff
El sistema de tejidos aislados es un método confiable y tradicional para investigar
la fisiologia y farmacologia de los vasos sanguineos, las vias respiratorias y los
intestinos. Los transductores adecuados pueden producir estimulos que
proporcionan diversas sefiales. Es posible evaluara contractilidad (medicion
isotonica) si se mantiene la longitud del tejido invariable, registrando la presion y la
carga con un transductor piezoeléctrico (isométrico) y de esta forma observar las
variaciones en el movimiento de segmentos de tejido (anillos aislados) [199]. Estos
sistemas pueden utilizarse para investigar las diferentes respuestas fisioldgicas y
patolégicas de 6rganos y tejidos. El modelo de corazon aislado de Langendorff es
uno de estos modelos organicos que pueden mantener sus procesos fisiologicos
durante un tiempo de viabilidad limitado. A diferencia de otros sistemas ex vivo, este
sistema no es cerrado; en cambio, por los vasos coronarios del corazon pasa una
solucion fisioloégica, manteniendo las funciones fisiolégicas de oxigenacion,

temperatura y pH [155].
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A.4. Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Transmision (TEM)
Similar a un microscopio Optico, el microscopio electronico de barrido (SEM) usa un
haz de electrones en lugar de luz visible ampliando pequefias caracteristicas y
detalles més finos de los materiales en un grado mucho mayor en comparacion con
la luz visible, que de otra manera serian imperceptibles. Las imadgenes se obtienen
haciendo pasar el haz de electrones de alta energia escaneando” la superficie del

material, de ahi su nombre microscopio electrénico de barrido (scanning).

Figura A 1.- Similitudes en el disefio del microscopio Optico, microscopio de barrido y de transmision [200].

Los electrones proyectados hacia un material pueden tener diferentes resultados:
ser "reflejados" (retrodispersados) o proporcionar energia colisionando con
electrones presentes en el material para ser liberados como electrones secundarios
(Figura A 2). Estos electrones brindan otras formas de obtener informacién de las
micrografias de electrones. Los electrones “primarios” son enfocados a un
portamuestra de didmetro pequefio que se explora a través del material, gracias al
hecho de que los campos electrostaticos o0 magnéticos se pueden aplicar al haz de
electrones en angulo recto para cambiar su direccion de desplazamiento. La
muestra puede tener una superficie cuadrada (llamado también entramado) y
reproducir una imagen de esta area mediante el registro y recoleccion de los datos
gue proveen los electrones secundarios al “barrer” cada punto de la muestra y

escanear simultaneamente en dos direcciones perpendiculares.
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Los microscopios, Opticos y electronicos suelen tener una resolucion limitada
(escala mas pequefia distinguible entre dos puntos) dependiendo de su menor
longitud de onda disponible en su espectro; el ojo humano, por ejemplo, puede
distinguir entre 0.2-0.1 mm, por lo que al utilizar longitudes de onda menores a 0.1
mm se puede clasificar a cualquier instrumento como microscopio. Como resultado,
los microscopios electronicos fueron desarrollados. Al querer observar objetos mas
pequefios, se requeria aumentar la resolucion con la luz visible (400-700 nm), y los
lentes de vidrio pulido lograron observar objetos menores a 400 nm, pero una vez

mas, se requeria una fuente luminosa mas pequefia, los electrones (Figura A 1).

Figura A 2.- La interaccion de un haz de electrones energético con una muestra delgada produce diferentes
efectos cuénticos.

La produccion de un amplio espectro de sefiales de muestra es una de las ventajas
del uso de radiacion ionizante (Figura A 2). EI TEM tiene algunos inconvenientes,
incluido el costo, la preparacion de muestras biolégicas y magnéticas, asi como
cualquier técnica de imagen de alta resolucion requiere ver Unicamente una
pequeia parte de la muestra en cualquier momento y las capacidades de muestreo

del instrumento, las cuales disminuyen con la resolucion [201].
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A4l Imagenes generadas con electrones secundarios (SE)

El método de imagen mas popular en un SEM es la imagen de electrones
secundarios. A diferencia de los electrones principales en el haz de electrones
incidente, los electrones secundarios son aquellos que han sido expulsados de los
atomos dentro de la muestra misma, como sugiere su nombre. Sélo los SE que se
producen extremadamente cerca de la superficie de la muestra escaparan
(generalmente desde profundidades inferiores a 20 nm), ya que estos electrones
suelen tener una energia relativamente baja (50 eV). Dado que los SE tienen un
origen poco profundo, las imagenes de SE son un método muy sensible a la
superficie con una alta resolucién (hasta alrededor de 1 nm en SEM de emision de
campo) [159].

A.4.2 Imadgenes generadas con electrones retrodispersados
(BSE)

Los electrones primarios del haz de electrones incidente que se han dispersado
hacia afuera del material se conocen como electrones retrodispersados. Los
elementos con nimeros atdbmicos mas altos apareceran mas brillantes en la imagen
porque la fraccion de electrones primarios que dispersan fuera de la muestra
depende de su numero atémico. Para ver los cambios en la composicion de la
muestra, la imagen BSE también se conoce como imagen de contraste de numero
atobmico (z). El namero atomico del material (un z mas alto ofrece una mejor
resolucién) y la energia del haz de electrones principal (un voltaje de aceleracion
mas bajo brinda una mejor resolucion, pero a menudo una sefial mas pobre) afectan
la resolucién espacial de las imagenes de BSE. Por lo general, la resolucién varia
desde unos pocos micrometros hasta tan solo 10 nm. Dado que los cambios en la
topografia también pueden influir en la sefial de BSE, se pueden configurar
numerosos detectores de BSE para proporcionar imagenes topograficas. Sin
embargo, las muestras deben ser planas e, idealmente, pulidas para obtener

imagenes de contraste z 6ptimas [159], [202].
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A.5. Potencial Zeta

Cuando dos fases, fase | y fase Il, de distinta naturaleza entran en contacto, surge
como resultado una diferencia de potencial entre las dos y, si la naturaleza de las
fases varia, suponiendo una de las fases un liquido polar (agua) sus moléculas en
dipolos se orientaran en una direccion especifica en la interfaz cargada. De este
modo, dependiendo de la naturaleza de la muestra y el solvente que la contenga,
iones, dipolos o grupos idnicos presentes en la combinacion de las dos fases, existe
la tendencia de las cargas moleculares de distribuirse de forma no uniforme en toda
la diferencia de potencial.

Este potencial electrostatico depende de la carga de las fases presentes, si la fase
| tiene una carga positiva, el potencial serd positivo en relacién con el limite de la
fase Il; sin embargo, si la fase Il es presenta iones disueltos en su composicién, el
potencial electrostatico se volvera negativo al cambiar de la fase | hacia la fase Il y,
por el contrario, a medida que se aleja de la fase | el potencial se reducira a un valor
“‘invariable” de carga en el interior del liquido lejos de la interface (Figura A 3). A
esta diferencia de potencial "constante" presente en la mayoria de la suspension

(normalmente un liquido) se toma como la referencia, conocido como potencial cero.

Figura A 3.- Distribucién de dipolos inducidos de los excesos de cargas entre dos fases.

Este potencial es conocido como potencial { y es utilizado para calcular el
comportamiento de los materiales en suspension de los sistemas coloidales y su
estabilidad en el medio (sedimentacion) [203].Muchas de las caracteristicas
cruciales de los sistemas coloidales de particulas estan relacionadas con la carga

eléctrica (o potencial ). Esta carga y distribucion potencial determina la adsorcion de
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iones y moléculas dipolares e indica la energia de interaccion que existe entre las
moléculas que conforman cada fase, que es responsable de la estabilidad de las
particulas frente a la coagulacién y de muchos aspectos del comportamiento del

flujo de la suspension coloidal.

A.6. Susceptibilidad Magnética
Dado que los tratamientos térmicos producen transiciones de fase, pueden
ocasionar también cambios en los momentos magnéticos de un material. La
susceptibilidad magnética es una técnica Gtil para determinar los limites de fase y
su fuerza de orientacibn magnética en estos sistemas magnéticos. Esta técnica
utiliza un campo magnético para suspender la muestra sobre un péndulo. (Figura
A 4).

Figura A 4.- Diagrama del funcionamiento del magnetometro.

Debido a los cambios en su magnetismo, la muestra se mueve de su posicion
mientras se calienta o enfria durante la transicion de fase [204]. La corriente
aplicada cambia el campo magnético ocasionando que el péndulo regrese a su
posicion inicial. Esta respuesta al campo magnético puede ser calculada como

sigue:
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En la ecuacion, y representa la susceptibilidad magnética, K representa una
constante de susceptibilidad, especifica de cada material, m es la masa del material

y la corriente de compensacion es representada por |.
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A.7. Difraccion de Rayos X (XRD)
La radiacion se dispersa como consecuencia de la colocacion de centros a
intervalos regulares que son equivalentes en distancia y tienen un area que es igual
a la longitud de onda de incidencia de la radiacién entrante. El resultado es la
difraccion. Esto puede causar niveles menores de difraccion porgue las longitudes
en el eje de algunos rayos X son aproximadamente equivalentes a la separacion

entre planos atdmicos en formaciones de cristales solidos.

Cuando un material incidente se expone a un haz de rayos X con una longitud de
onda del mismo orden de magnitud que el espacio atomico, los rayos X se dispersan
en todas las direcciones. Sin embargo, los rayos X que se encuentran en planos
cristalograficos particulares en angulos precisos constituyen una interferencia
constructiva mas que destructiva, que cancela la mayoria de la radiacién dispersada
por un atomo. Difraccion es el nombre que se le da a este fendbmeno (Figura A 5).

Esto sucede si y sélo si se satisface la ley de Bragg.

Figura A 5.- Representacion de la difraccion de los rayos X dentro de una estructura cristalina.

La ecuacién de Bragg entonces queda definida como sigue:

AB = BC = dsen®
Entonces: 2

nA = 2dsenf
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En esta ecuacion, d representa la distancia interplanar, @ el angulo de dispersion,
conocido como angulo de Bragg, la radiacién X producida por el cobre se representa
por A de y el orden de difraccion indicado por n. La ecuacion muestra como los
cambios angulares de la radiacion X difractada se relacionan con la longitud de onda
Aincidente y el espaciado de los planos interplanares d presentes en la estructura
cristalina. La ley de Bragg se puede tomar como una condicién necesaria, mas no
suficiente, para que la difraccién se presente. Define las condiciones de difraccion
unicamente para celdas unitarias primitivas, conocidas como redes de Bravais [205].

A.7.1 Método de Scherrer
La difraccion de rayos X debido al efecto del tamafio cristalino y al efecto de
deformacion intrinseca, el pico se ensancha en los nanocristales, y este
ensanchamiento del pico generalmente consta de dos partes: ensanchamiento
instrumental y ensanchamiento fisico. La siguiente relacion se puede utilizar para

corregir esta ampliacion instrumental:

Bi = Br — Bt

Donde Bm es el ensanchamiento medido, Bi es el ensanchamiento instrumental y Bd
es el ensanchamiento corregido. En este caso, el silicio cristalino se ha utilizado
como material de referencia estandar para la calibracion de posicion y el célculo de
ampliacion instrumental. El ensanchamiento instrumental y el ensanchamiento fisico
de la muestra se midieron como ancho total a la mitad del maximo (FWHM). Usando
el ensanchamiento fisico corregido, podemos calcular el tamafio promedio de
particula con la ayuda de la ecuacién de Scherrer:

092 1
~ By cos6

A.7.2 Método de Williamson-Hall
La férmula de Scherrer solo toma en cuenta el impacto del tamafio de los cristalitos

en el ensanchamiento del pico XRD, pero no tiene en cuenta las microestructuras
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de la red, es decir, la tension intrinseca que se desarrolla en los nanocristales como
resultado de defectos puntuales, limites de grano, fallas de union triple y apilamiento
[206]. Varios métodos, incluido el método de Williamson-Hall y el método de Warren-
Averbach, incluyen el efecto del “ensanchamiento” de las reflexiones obtenidas en
XRD aunado a la deformacion. Estos métodos pueden utilizarse para calcular la
deformacion intrinseca y el tamafio de la particula. EI método Williamson-Hall (W-

H) es el mas sencillo y simplificado de estos métodos [20,24].

Segun el cual, el tamafio y la microdeformacién de los nanocristales causan el
ensanchamiento de la linea fisica de las reflexiones de difraccion de rayos X, y el

ensanchamiento total se puede escribir como:

Btotat = Btamaio T Btension

El modelo de deformacion uniforme (UDM) considera una deformacion uniforme en
toda la direccion cristalografica, que se introduce en los nanocristales debido a
imperfecciones del cristal. En otras palabras, la UDM considera la deformacién, que
es de naturaleza isotropica [22]. Esta tension intrinseca en realidad afecta la
ampliacion fisica del perfil XRD y esta ampliacion del pico inducida por la tension se

puede expresar como:

(e = 5+ ctan)
ﬁhkl_DcosG etan

A.7.3 Analisis Rietveld

La difraccion de rayos X se utiliza en la caracterizacion estructural de materiales
cristalinos porgque permite la determinacién de la estructura cristalina del material,
asi como el examen cualitativo y cuantitativo de fases y defectos estructurales.

El método Rietveld es una técnica de refinamiento de estructuras cristalinas que
originalmente se desarrollé para analizar patrones de difraccion de neutrones, pero
con el tiempo también se ha utilizado para analizar patrones de difraccion de rayos-
X con resultados excepcionalmente buenos. Parametros de red, posiciones

atomicas, tamafo de cristal, micro deformaciones y cuantificacion de fases
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cristalinas en la muestra a pesar de la superposicion de picos de difraccion se

pueden obtener con mayor precision con este potente método.

Este método implica ajustar un modelo tedrico an un patron experimental de
difraccion de rayos-x utilizando el método de minimos cuadrados hasta encontrar el
mejor ajuste entre ambos. El patron de difraccién calculado se basa en un modelo
que incluye elementos estructurales (grupos espaciales, atomos en una unidad
asimétrica, factores térmicos, etc.), microestructurales (concentraciéon, tamafios de
cristales, micro deformaciones) e instrumentales. La funcién que se reduce por
minimos cuadrados se denomina residuo, cuyo nombre es Sy y se calcula utilizando

la férmula siguiente:
3
Sy = Z Wi (yi(obs) - yi(calc))
i

En esta funcion, Yiebs) Y Yicalc) SON las intensidades experimentales y calculadas en
el punto i del patron de difraccion, respectivamente, Wi es el peso respectivo dado
a estas intensidades mientras que la sumatoria es sobre todos los puntos del
patrén de difraccion.

El refinamiento Rietveld requiere una descripcion precisa de la forma de los picos
de difraccién. La forma de los picos en un patron de difraccion varia como una
funcidon de 26 entre la muestra (tamafio del cristal, micro deformaciones, defectos,
etc.) y el instrumento (fuente de radiacion, geometria utilizada, tamafio de las

rejillas).
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A.8. Cddigo de anélisis PCA. Software Ry Rstudio

res.pca <- prcomp(data, scale = TRUE)
res.pca

fviz_eig(res.pca)

fviz_pca_ind(res.pca,
col.ind = "cos2",
gradient.cols = c("#0OAFBB", "#E7B800", "#FC4EQ7"),
repel = TRUE

)

. fviz_pca_var(res.pca,
col.var = "contrib",
gradient.cols = c("#00AFBB", "#E7B800", "#FC4EQ7"),
repel = TRUE

)

. fviz_pca_biplot(res.pca, repel = TRUE,
col.var = "#2E9FDF",
col.ind "#696969"

)

. groups <- as.factor(data$Tipo)

. groups

. fviz_pca_ind(res.pca,
col.ind = groups,
scale_fill manual(values=palette),
addEllipses = TRUE,
ellipse.type = "confidence",
legend.title = "Groups",
repel = TRUE
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