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RESUMEN 

Las nanopartículas magnéticas (MNPs) se han estudiado por su potencial para 

combatir y tratar diferentes patologías, como el cáncer, la trombosis, la 

aterosclerosis, entre otras, debido a sus propiedades fisicoquímicas: morfología, 

tamaño, cristalinidad, carga superficial y magnetismo. Sin embargo, el impacto de 

las MNPs en el sistema vascular aún no se comprende por completo y se han 

planteado preocupaciones con respecto a su posible toxicidad y efectos con el 

corazón y los vasos sanguíneos, objetivos principales en la interacción de las MNP, 

en aplicaciones como la imagenología y la teranóstica, al ser inyectadas 

directamente en el torrente sanguíneo. Con este fin, se utilizó la técnica de corazón 

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 análisis, es posible determinar indirectamente la 

interacción mediante el óxido nítrico (NO), un mediador importante del control del 

tono de los vasos sanguíneos y su señalización mediante la contracción y relajación 

en respuesta a estos nanomateriales.  

Las MNPs fueron sintetizadas por dos rutas diferentes, coprecipitación y reducción 

química, para obtener materiales magnéticos distintas morfologías (amorfa y barras 

o hilos), cristalinidad (sin y con crecimiento preferencial), tamaño (promedio de 

partícula y radio hidrodinámico) carga superficial y recubrimiento de silicio mediante 

el método de Stöber para observar, estudiar y analizar los efectos vasculares 

inducidos por estas nanopartículas en función de su morfología y condiciones de 

síntesis.  

Los resultados mostraron que tanto el tamaño, la carga superficial y el recubrimiento 

tuvieron gran contribución a los efectos contráctiles ya que es posible que provean 

disponibilidad de los iones solubles Fe2+ a la superficie de las MNP obtenidas lo que 

pudo desencadenar los efecto contráctiles tanto en corazón como en aorta a 

concentraciones relativamente bajas (1, 10, 100 y 1000 µgmL-1), con una 

consecuencia incremental sostenida desde las concentraciones más pequeñas que 
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elevan un 200% la presión dentro del corazón con respecto a la presión basal y la 

tensión en la aorta se eleva un 62% con respecto al control contráctil de acuerdo 

con lo encontrado en este trabajo. Estos efectos se observaron en ambos 

independientemente de la morfología, puesto que las MNPs recubiertas con silicio 

de 800 nm tuvieron un efecto contráctil reducido de alrededor del 60% a diferencia 

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

NO + Fe2+ ↔ Fe2+ − NO entre los iones solubles Fe2+ con las vías de señalización 

del óxido nítrico (NO) que disminuyen en un 60% al ser recubiertas las MNPs. La 

interacción de las MNP con el tejido vascular parece ser determinado por el tamaño, 

carga y disponibilidad de lixiviación de iones solubles en el medio (en este caso 

agua), los cuales interactúan en vías de señalización importante del funcionamiento 

de contracción y relajación del músculo liso. Como trabajo futuro será necesario 

obtener el valor de la lixiviación de cada material y la vía de activación del NO 

(neuronal, inducible y endotelial) para determinar cuantitativamente la interacción 

de los iones Fe2+ con el NO y su posible estimulación en la regulación de 

transcripción génica. 

 

Palabras clave: Contractilidad; Magnetita; Miocárdica; Óxido Nítrico; Tono 

Vascular Coronario  
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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 Stöber 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 Fe2+ 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 µgmL-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% 
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unlike the uncoated MNPs. This may indicate a probable reversible interaction NO +

Fe2+ ↔ Fe2+ − NO between soluble Fe2+ 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 Fe2+ ions with NO and its possible stimulation in the 

regulation of gene transcription. 

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

Oxide; Silicon 
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I. Introducción 

 

Como cualquier tipo de material, los materiales nanoestructurados se deben 

someter ante métodos de ensayo para evaluar su toxicidad y el impacto que tendrán 

sobre la salud, independientemente de si serán utilizados para el sector médico o 

no. La legislación REACH (registro, evaluación, autorización y restricción de 

sustancias químicas) en la Unión Europea se encarga de regular a los agentes 

químicos [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 diseminación al medio u organismos biológicos. 

Entre estos ensayos destacan las pruebas in vivo, in vitro [2] y las pruebas ex vivo, 

donde un órgano diana (corazón, pulmones, riñón, hígado) 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 obtención 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 gdL-1 [7]. Es ampliamente 

conocido que los nanomateriales poseen propiedades diferentes a sus contrapartes 

a escala macroscópica, y se han llevado a cabo estudios para determinar la 

toxicidad que presentaran en diversos órganos del cuerpo con materiales diferentes 

[8]. se puede presentar la lixiviación de distintas especies iónicas, en estado ferroso 

(Fe2+) el cual es insoluble o en estado férrico (Fe3+), el cual puede interferir 

directamente con agentes endógenos relacionados a agentes organometálicos 

biológicos como el oxígeno molecular (O2) y óxido nítrico (nitratos, NO2, nitritos,  

NO3) un importante mediador en el músculo cardiaco [9] que presentan hierro en su 

estructura (hemoglobina, Fe2+). 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 sanguíneos, son imitadas por la clase de 

fármacos nitrovasodilatadores, incluidos el trinitrato de glicerilo y el nitroprusiato de 

sodio, que actúan como una fuente exógena de NO. Por lo tanto, se puede 

considerar al NO endógeno como el "nitrovasodilatador endógeno" del cuerpo [11].  

Los nanomateriales se encuentran en los primeros pasos para determinar su 

impacto sobre tejidos biológicos. 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 regulación debe ser especializada y señalada 
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de forma correcta para evitar así un efecto mayor en la sociedad y el medio 

ambiente. 

 

Tabla 1.- Ensayos toxicológicos de nanopartículas magnéticas. 

Tejido Estudiado Método Efecto reportado Referencia 

Fibroblasto (hTERT 

humano) 

Tintura BrdU Muerte celular. [13]–[15] 

Células de pulmón 

(A549) 

Tintura TB, ROS, 

Comet 

Lesiones oxidantes 

DNA (Comet). 

Bajo – no toxicidad 

(TB, ROS). 

[16] 

Células hígado 

(BAL3A rata) 

MTT, LDH No tóxico hasta 

100µgmL-1. 

Fuga de LDH. 

[16] 

Células madre 

mesenquimales 

(MSC humano) 

Comet No hubo efecto 

significativo. 

[17] 

Células de riñón 

(Cos-7 mono) 

MTT, MTS Reducida viabilidad 

celular. 

[17], [18] 

Macrófago 

(humano) 

MTS, BrdU Reducida viabilidad 

celular después de 

7 días (20%) 

[19] 

Células nerviosas 

(humano) 

MTS, LDH Producción elevada 

de MTS 

[20], [21] 

Células endoteliales 

(BAECs) 

Tintura PI, Redox Internalización 

celular, viabilidad 

celular 80 ± 3% 

[20], [21] 

Cáncer (múltiples) MTT Alta viabilidad 

celular >90% 

[20], [21] 

Musculo liso (A10 

rata) 

Redox Sin toxicidad [22] 
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Debido a la importancia de la rapidez, eficacia y precisión en la detección temprana 

y confiable de ciertas enfermedades dentro del cuerpo humano, la imaginología 

juega un papel crucial dentro del diagnóstico, para lo cual se han utilizado diversos 

agentes de contraste para poder visualizar con mejor resolución 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.- Línea de tiempo de los medios de contraste. 

 

Sin embargo, estos agentes son utilizados en promedio una tercera parte de los 

análisis dado su riesgo de presentar efectos adversos severos en pacientes 

pediátricos [28]. Los agentes de contraste para resonancia magnética nuclear 

(RMN) se clasifican según sus características específicas:  

• Composición química (incluida la presencia o ausencia de átomos metálicos)  

• Vía de administración (oral o intravenosa) 

• Propiedades magnéticas 

• Efecto sobre la imagen de resonancia magnética 

• Biodistribución (líquido extracelular y acumulación de sangre) 

• Aplicaciones de formación de imágenes (agentes específicos de 

órgano/objetivo) 

La mayoría de estos agentes son complejos de iones paramagnéticos o partículas 

de magnetita superparamagnética y contienen elementos lantánidos como gadolinio 

(Gd3+) o manganeso de metal de transición (Mn2+) [29]. Estos elementos acortan el 

tiempo de relajación T1 o T2, lo que provoca un aumento de la intensidad de la señal 

en las imágenes ponderadas en T1 o una intensidad de señal reducida en las 

imágenes ponderadas en T2 [30]. La relajación T1 es el proceso por el cual la 
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magnetización neta (M) crece/regresa a su valor máximo inicial (Mo) paralelo al 

campo magnético externo (Bo). La relajación T1 se conoce también como relajación 

longitudinal, térmica o relajación de red de espín. La relajación T2 por otro lado, es 

el proceso por el cual los componentes transversales de la magnetización (Mxy) 

decaen o se desfasan [31]. 

La mayoría de los agentes de contraste paramagnéticos son agentes positivos, los 

cuales acortan el tiempo de relajación T1, por lo que las partes realzadas aparecen 

brillantes en las imágenes 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 más oscuras en las 

imágenes ponderadas en T2 [30]. Los agentes de contraste de MRI que incorporan 

agentes quelantes reducen el almacenamiento en el cuerpo humano, mejoran la 

excreción y reducen la toxicidad [33]; aunque requieran ser utilizados de forma casi 

inmediata debido a sus bajas vidas de anaquel [34].  

 

I.1.1. Nanopartículas magnéticas γ-Fe2O3 y Fe3O4 

Las nanopartículas compuestas por óxido de hierro magnéticas, Fe3O4 (magnetita) 

y γ-Fe2O3 (maghemita) con química superficial modificada se consideran materiales 

prometedores para la hipertermia del fluido magnético (MFH) debido a su estabilidad 

química y propiedades magnéticas innatas [35]. 

Actualmente, muchos productos cotidianos que contienen nanopartículas 

magnéticas (baterías, 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 nanopartículas magnéticas en distintos sectores de la industria y 

medicina [38]. 

 

Dadas las propiedades magnéticas de estas nanopartículas y su eminente contacto 

con seres humanos, se requiere un análisis oportuno, al igual que cualquier otra 

sustancia en el mercado, para asegurarse de que sus usos se evalúen de forma 

adecuada y que los riesgos se controlen apropiadamente, tal es el objetivo de esta 

propuesta mediante análisis de tejido vascular en modelos fisiológicos ex vivo, que 

permiten la evaluación del funcionamiento particular de un tejido u órgano en 

presencia de NP. 
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II. Justificación 

 

Los ensayos ex vivo de órganos y segmentos de tejido para evaluar los efectos de 

sustancias químicas son una herramienta que ha resultado útil para poder 

observarlos sin intervención directa sobre determinados sistemas y parámetros 

específicos en tiempo real [39] y dada la aplicación de las nanopartículas 

compuestas de magnetita abarca diversos ámbitos 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 relación de los efectos que 

diferentes propiedades de los nanomateriales tendrán sobre el sistema vascular, 

para así evitar futuras contingencias sanitarias. 
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III. Descripción del Problema 

 

La magnitud de los efectos adversos de las MNPs han presentado en distintos 

ensayos para diferentes estructuras biológicas dadas sus propiedades únicas 

(morfología, tamaño, composición, 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 evaluación y creación de apartados específicos en órganos definidos 

para estas estructuras y así determinar magnitud y tipo de daño relacionando los 

efectos de las MNP en función de sus propiedades físicas y químicas. 
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IV. Fundamentación Teórica 

 

IV.1. Nanopartículas Magnéticas: Óxidos de Hierro (γ-Fe2O3, Fe3O4) 

El óxido ferroso-diférrico (Fe2+Fe3+
2O4), o magnetita, llamado también erróneamente 

óxido de hierro, posee dos iones de Hierro, Fe2+, soluble en agua y altamente tóxico 

[45], [46] y Fe3+, 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 oxígenos, 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 (Fe3+) y tetraedros (Fe2+) y sus radios 

atómicos. 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 (1 1 1) y (0 0 1) (Figura 4), 

donde se han reportado energías de adsorción de agua (específicamente el grupo 

hidroxilo) en la superficie de estos cristales, con mayor intensidad den los planos (1 

1 1) [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 únicas 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 Am2kg-1 [50]. Estás 

propiedades están fuertemente ligadas con el dominio magnético que le da la 

estructura cristalina, morfología y tamaño de partícula [51], un efecto puramente 

cuántico, 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 ámbitos tan numerosos desde la medicina 

como en diagnóstico [52]–[54], agente acarreador [52], [55], [56], principio activo 

[57], [58], biomarcador [40], [59], [60] hasta el sector de sonoquímica ambiental  

como soporte para materiales con actividad fotocatalítica [61], [62] para mejorar su 

uso continuo al recuperarlo una vez usado, por lo que la magnetita estará 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 reacción adversa al 

introducirse al cuerpo humano (350 µgdL-1, 0.35 ppm) [7], por lo que las 

nanopartículas de magnetita normalmente se recubren con otro material que 

aumente su biotolerancia, como el silicio [63]. 

 

IV.2. Recubrimientos 

Al igual que sus contrapartes macroscópicas, los materiales de hierro son 

propensos a oxidarse y corroerse, por lo que las nanopartículas de óxidos de hierro 

no pueden usarse como material central para producir tratamientos o agentes 

farmacológicos per se sin la adición de recubrimientos con nuevas propiedades 

funcionales [55], [64], biocompatibles [65], inertes o específicos [25], [66]. Debido a 

su magnetismo, las MNP tienen una inestabilidad innata cuando se almacenan 

durante largos períodos [67]–[69], aglomerándose, lo que conduce a una pérdida de 

dispersabilidad gracias a la agregación y formación de partículas grandes para 

reducir la energía superficial generando una pérdida en sus propiedades 

(superparamagnetismo). Las nanopartículas de hierro no recubiertas se oxidan 

fácilmente cuando se exponen al aire o ambientes ricos en oxígeno debido a su alta 

actividad química y su estructura de espinela inestable, especialmente las 

nanopartículas de magnetita y maghemita, alcanzando una vida útil máxima de 

aproximadamente 8 a 12 meses [70], [71]. Como resultado, la estabilización química 

de nanopartículas simples de óxido de hierro para evitar daños durante o después 

de su posterior exposición y/o aplicación se convierte en un factor esencial a 

considerar porque la mayoría de los organismos y aplicaciones biológicas requieren 

la administración de soluciones acuosas [72], [73]. La elección del material de 

recubrimiento depende de la aplicación prevista de las nanopartículas magnéticas 

y de las propiedades deseadas, como la biocompatibilidad, la estabilidad y la 

funcionalidad; además, el recubrimiento de la superficie a menudo implica una 

facilidad para la funcionalización posterior con ligandos o biomoléculas y así 

conseguir capacidades de detección o focalización específicas [74]. Por lo que 

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

poliméricas [75]. 

 

IV.2.1. Silicio 

Debido a su estabilidad química, diversidad en las alteraciones de la superficie y 

pérdida mínima del magnetismo, la sílice (SiO2) se ha considerado como uno de los 

mejores materiales para proteger las MNP, unir diferentes ligandos biológicos a la 

superficie del óxido de hierro [76] y estabilizar las nanopartículas en la solución. El 

recubrimiento de sílice es el material preferido al aplicar capas a MNP debido a su 

mayor biocompatibilidad, capacidad para unirse con conectores orgánicos y una 

metodología de síntesis simple en general [77], [78]. 

Las diferentes metodologías para recubrir MNP y nanopartículas se basan en las 

propiedades deseadas, el espesor, el porcentaje de sílice y la posterior 

funcionalización [79]. La metodología Stöber es la más sencilla y utilizada debido a 

su fácil aplicación. Requiere de un precursor sol-gel, el cual se hidroliza y condensa 

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

 

 

Figura 5.- Representación del recubrimiento de silicio mediante el método de Stöber. 

 

IV.2.2. Superparamagnetismo 

El momento magnético (magnetización) 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 electrón está determinado 

principalmente por su espín [81]. La formación de un estado fundamental ordenado 
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magnéticamente de largo alcance en un material es impulsada por la llamada 

interacción de intercambio. Esta interacción de tipo Coulomb dependiente del espín 

es esencialmente una consecuencia del comportamiento colectivo de un sistema 

fermiónico y, como tal, un fenómeno puramente mecánico-cuántico [82], el cual 

requiere un tratamiento adecuado de la estructura electrónica. En otras palabras, el 

magnetismo en un sólido es explicado en el campo de la mecánica cuántica.  

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 mecánico-cuántico 

(propiedades presentes regidas por la longitud de Planck, 10-35 m) y los materiales 

nanométricos se encuentran a 10-9 m poseen una proporción átomos-superficie 

significativa, cuyos estados electrónicos se modifican en relación con las capas 

interiores (efecto de apantallamiento), de esta forma, en una partícula de 10 nm, el 

10% de los átomos están en la capa superficial y esta proporción aumenta al 50% 

en una partícula de 2 nm. En una partícula metálica, la separación de energía de 

los estados cuánticos de los electrones de conducción se vuelve significativa en 

relación con otros parámetros de energía como las energías térmica y de Zeeman 

[83]. Esto significa que a medida que el tamaño de la materia se reduce a 100 nm o 

menos, sus propiedades electrónicas, magnéticas, ópticas y químicas comienzan a 

evolucionar con el tamaño, empezando esta evolución de manera paulatina cerca 

del límite superior (100 nm) de la región a nanoescala, pero en tamaños pequeños 

pueden ocurrir cambios significativos en el comportamiento con la eliminación o 

adición de un solo átomo, como lo es el caso del superparamagnetismo donde la 

energía de intercambio por átomo es varios órdenes de magnitud más fuerte que la 

interacción dipolar magnética directa entre átomos (Figura 6)[84].  
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Figura 6.- Representación esquemática de la interacción de intercambio. El requisito de que la función de 
onda del electrón sea antisimétrica tiende a separar electrones con el mismo espín, lo que reduce su energía 

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 

magnetización en diferentes partes del imán no apunta en la misma dirección 

(dominios magnéticos) [85].  

Es por esta razón que el control del arreglo de los cristales en los nanomateriales 

de óxidos metálicos 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. Morfología y cristalinidad 

La forma macroscópica que presentan los cristales en la naturaleza es una 

proyección del ordenamiento atómico interno que reflejan los arreglos cristalinos 

[87].  

En los distintos estados de la materia se pueden encontrar tres clases de arreglos 

atómicos o iónicos (Figura 7). 
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• Sin orden. - Los gases monoatómicos, los gases nobles y el plasma los 

átomos o iones no están dispuestos de manera ordenada y llenan todo el 

espacio que los contiene. 

• Orden de corto alcance. - Un material cuyo arreglo espacial de los átomos 

sólo 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 átomos de hidrogeno y oxigeno formando un ángulo de 

104.5°. 

• Orden de largo alcance. - La mayoría de los metales, aleaciones, 

semiconductores, cerámicos y algunos polímeros presentan una estructura 

cristalina que abarca escalas de longitud mayores a 100nm, formando un 

patrón regular y repetitivo como una red en tres dimensiones. A estos 

materiales se les conoce como materiales cristalinos [88]. 

 

  

A B 

  

C D 

Figura 7.- Distintos niveles de ordenamiento atómico. a) Sin ordenamiento (átomos 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 óxido de calcio) [88]. 
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El ordenamiento atómico en los sólidos cristalinos puede ser descrito al representar 

a los átomos en los puntos de intersección 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 agrupación de puntos de la red alrededor de uno cualquiera es 

idéntica a la agrupación 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 colección de redes 

espaciales y bases [89]. 

La creación de estructuras con una morfología, tamaño, orientación o 

características específicas requiere una gran cantidad de energía que debe 

proporcionarse al sistema para promover el acomodo cristalino deseado, utilizando 

condiciones de temperatura y presión extremadamente altas, como se observa en 

la naturaleza [90]. Sin embargo, el uso de fuentes de energía como la calcinación 

pueden promover la formación de óxidos al estar rodeados de un ambiente rico en 

oxígeno [91]. Una alternativa que ha resultado ser viable en los últimos años para 

la regulación de estructuras nanométricas es la sonoquímica [92]. La radiación con 

ultrasonido de líquidos provoca reacciones químicas de alta energía, a menudo con 

la emisión de luz [93]. El efecto que origina la sonoquímica y la sonoluminiscencia 

se debe a la formación, crecimiento y colapso de burbujas en líquidos irradiados con 

sonido de alta energía es conocido como cavitación acústica. El colapso de las 

burbujas provocado por la cavitación produce un intenso calentamiento local (hot-

spots) y altas presiones, con una vida útil 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 1010 Ks-1. Es por esta razón que la 

cavitación puede crear condiciones físicas y químicas extraordinarias en líquidos 

que de otro modo serían inertes [94] sin fomentar la creación de óxidos. Las 

condiciones que producen choques de ondas ultrasónicas provocados por el 

colapso de las burbujas crean ambientes de síntesis, que han demostrado ser útiles 

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 básicas [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 específicas y 

se encuentran ancladas en un tejido, órgano o sistema, formados por millones de 

células, por lo que existe un sistema de vasos sanguíneos que permiten el 

intercambio de nutrientes y desechar productos metabólicos (dióxido de carbono, 

creatina, urea, etc.) que pueden llegar a tener efectos adversos en el organismo y 

sus sistemas [97]. El corazón funciona como una bomba para circular la sangre a 

través del cuerpo y es el principal órgano del sistema hidráulico vascular de 

transporte desarrollado por organismos multicelulares [99].  

La sangre y varios fluidos intersticiales son las dos vías hidráulicas que utilizan estos 

organismos multicelulares para el desecho y oxigenación 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 líquida que contiene en 

suspensión células completas (glóbulos rojos, blancos y plaquetas) junto con 

granulomas [98]. La sangre realiza múltiples funciones, como el transporte de 

nutrientes (eritrocitos) y desechos, la regulación de la acidez  del organismo 

(manteniéndolo entre pH 7.35 y 7.45), la temperatura (36.5 °C), la barrera de 

eventos físicos mediante coágulos (plaquetas) y la defensa de agentes patógenos 

(leucocitos) [42]. 

El corazón está formado por cuatro cámaras principales separadas por válvulas: 

dos aurículas, ocupando el mayor espacio localizadas en la parte superior y dos 

ventrículos, localizados en la parte inferior, terminando en la punta del ápice (Figura 

8). Cada vez el corazón realiza una contracción (sístole), las aurículas hacen fluir 

un volumen de sangre hacia un ventrículo o hacía las arterias. Esto crea cambios 

de presión dentro del corazón que ocasiona que las válvulas se abran y cierren entre 

cada contracción (sístole) y relajación (diástole). Cada una de las cuatro válvulas 

que separan las cámaras del corazón garantizan el flujo de sangre en una sola 
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dirección al abrirse y cerrarse para evitar su retorno [98]. El corazón recibe un 

oxígeno y nutrientes de la sangre que entra en vasos sanguíneos que irrigan el 

corazón por dentro llamados vasos coronarios, ubicados entre una membrana que 

protege el corazón (pericardio) y una capa de endotelio que rodea un segmento de 

tejido conectivo (endocardio), de tamaños aproximados menores de 262 µm [100]. 

 

 
Figura 8.- Corte transversal mostrando anatomía interna del plano anterior-frontal del corazón [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 válvula aórtica y la ramificación subsiguiente alimenta el tejido 

miocárdico de las cuatro cámaras del corazón (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 ramificación 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 difusión por la que  los 

nutrientes y los productos finales metabólicos se muevan entre los vasos capilares 

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

 

 

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

 

Las nanopartículas y los materiales nanoestructurados, definidos como aquellos 

que presentan en dimensiones entre 1 y 100 nm [103], poseen propiedades 

particulares debido a su reducido tamaño, gran área superficial, arreglo cristalino, 

composición, reactividad, entre otras, distintas de sus contrapartes en la macro 

escala [43]. Estas propiedades pueden tener distintos efectos contraproducentes: 

• 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 partículas, se exteriorizan 

diferentes átomos de la estructura, por lo que materiales con misma 

composición pero diferente acomodo resulta en respuestas diferentes la 

interacción con el medio [104], [105].  

• El tamaño es un factor muy importante al diseñar estructuras que 

interaccionarán en algún punto con el cuerpo humano [106], dado que las 

células oscilan en un rango muy amplio de tamaños, desde la célula más 

pequeña de alrededor de 5 µm (gránulos 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 tamaño de la célula, estas son tres órdenes de magnitud más 

grandes que las de una nanopartícula (Figura 10). 

 

 
Figura 10.- Comparación de tamaño entre un eritrocito (7.5 µm o 7500 nm) y una nanopartícula (75 nm) [110]. 

 

• Los materiales nanoestructurados tienden, por su naturaleza inestable [111], 

a formar aglomerados o estructuras de mayor tamaño para reducir su 

energía: sin embargo, esto ha sido tema de debate debido a que las 

partículas pueden tener efectos negativos al aumentar su tamaño al impedir 

el acceso de oxigenación o al aumentar su tamaño reducir su número de 

átomos en la superficie y así reducir los efectos dañinos [2], [112]. 

Dadas estás propiedades, las nanopartículas no pueden ser catalogadas 

únicamente por su composición y atribuir las ventajas y desventajas de sus 

contrapartes macro, las cuales forman suspensiones inestables en medios ricos en 

iones (medios biológicos) debido a su tendencia a formar agregados de mayor 

tamaño  [113], [114]. Simulaciones se han realizado para darse una idea de lo que 

sucedería si una partícula con un potencial positivo de NP atravesara el potencial 

de membrana de una célula bajo condiciones específicas [115]. Esto sin embargo 

no contesta las preguntas de aglomeración, morfología o tamaño, factores que 

deben son importantes cuando se interactúa con organismos complejos como son 

los órganos [104]. Por el otro lado, existen estudios que hablan sobre la agregación 

como la principal razón de producir los efectos adversos en el organismo [111], ya 

que las nanopartículas al aglomerarse pueden llegar a alcanzar una concentración 

mínima para que su composición produzca efectos no deseados o bloquear 

estructuras estrechas importantes [100]. 

  

7500 nm 

75 nm 
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IV.3.2. Modelos de tejido aislado ex vivo 

El funcionamiento específico de un tejido u órgano en presencia de NP se puede 

evaluar utilizando modelos fisiológicos ex vivo de tejidos y órganos aislados; por 

ejemplo, conductos relacionados con el sistema cardiovascular (aorta, arteriolas, 

etc.), sistema respiratorio (tráquea, bronquios) y el sistema digestivo (intestino 

delgado o grueso); así como el estudio de órganos como el corazón, riñón, pulmón, 

hígado, así como las rutas bioquímicas involucradas entre estos [116]. 

Para el estudio de moléculas del sistema endógeno tal como las hormonas, 

neurotransmisores y otros mediadores ya sea en condiciones normales como 

fisiopatológicas, como las asociadas a trastornos cardiovasculares, respiratorios y 

digestivos, entre otros, los modelos fisiológicos se han utilizado desde su 

implementación en 1883 como una herramienta de gran utilidad [117].  

En la actualidad, se pueden medir varios parámetros fisiológicos utilizando una 

amplia variedad de modelos experimentales, pero algunos de estos modelos 

pueden ser costosos, requieren tiempos de preparación extensos y son 

complicados de manipular, lo que arroja resultados que en ocasiones no son 

confiables con información específica y en escenarios aislados para ayudar a 

explicar sus efectos en grandes sistemas [118]. El uso de los sistemas fisiológicos, 

particularmente los de órganos y tejidos aislados, permite determinar de manera 

confiable, rápida y económica los indicadores bioquímicos vinculados a los efectos 

causados para un tejido en particular, así como información sobre una amplia gama 

de parámetros fisiológicos en tiempo real [5]. 

Con los transductores adecuados, se pueden realizar mediciones isotónicas o 

isométricas. El transductor isométrico es un transductor que contiene un segmento 

de material conductor que puede medir la presión, la carga o ambos gracias al 

efecto piezorresistivo, una propiedad de algunos materiales para cambiar su 

resistencia eléctrica al ser sometidos a esfuerzos físicos específicos [119]. La 

medición isométrica, que mantiene la longitud del tejido constante, es un método 

popular para evaluar la contractilidad. Por el otro lado, en la medición isotónica, 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 tensión en pequeñas 

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 

biológicas, así como la reorientación de futuras investigaciones en el estudio y 

conocimiento de sus efectos adversos, potenciales aplicaciones biomédicas, o bien 

en el establecimiento de parámetros de bioseguridad. 

 



  CAPÍTULO IV 

39 
 

IV.3.2.1 Corazón de roedor aislado y perfundido o técnica de 

Langendorff 

 Oskar Langendorff creó el modelo de corazón perfundido, una técnica 

experimental, a finales del siglo XIX, en la que se coloca un catéter en la aorta de 

un corazón extirpado para permitir la perfusión cardíaca retrógrada a través de la 

arteria coronaria [121]. Desde el desarrollo de la técnica Langendorff en 1895 [122] 

se han desarrollado técnicas de tejido u órganos aislados para ver más 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 útil para el estudio de moléculas 

endógenas como hormonas, neurotransmisores y otros mediadores, en condiciones 

normales como fisiopatológicas, por ejemplo, trastornos cardiovasculares, 

respiratorios, digestivos, entre otros [123]. 

Al perfundir el corazón a través de los vasos coronarios mediante una cánula 

introducida en la aorta ascendente (cánula aórtica) permite mantener la actividad 

del tejido del miocardio en un entorno externo y con parámetros controlados (flujo 

constante, asistencia eléctrica mediante impulsos, temperatura constante y 

burbujeo de carbógeno a la solución fisiológica con nutrientes necesarios) para el 

correcto funcionamiento del corazón. La cánula aórtica permite que una solución 

fisiológica (conocida como solución de Krebs) ingrese al corazón retrógrado. Es 

importante tener en cuenta que la solución de Krebs esta solución perfunde al 

corazón aislado de una forma retrógrada con respecto a cómo funciona el corazón 

en condiciones fisiológicas normales (por medio de la aorta) para asegurar la 

irrigación de todos los vasos coronarios [3]. 

En contraste con el flujo cardíaco in vivo, la perfusión retrógrada ocurre cuando la 

válvula aórtica se cierra por una presión hidrostática constante o una bomba que 

mantiene un flujo constante. Los ostios coronarios (izquierda y derecha) llenan de 

solución de perfusión la vasculatura de la arteria coronaria cuando la cánula se 

encuentra introducida en la aorta. La presión resultante se conoce como presión de 

perfusión (PP), que se puede interpretar como el tono vascular (presión) de los 

vasos coronarios. 
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IV.3.2.2 Anillos aislados de aorta 

Uno de los métodos tradicionales para investigar la fisiología y farmacología de 

tejidos con forma cilíndrica y presencia de peristalsis como lo son los vasos 

sanguíneos, vías respiratorias (tráquea) y los intestinos es el sistema de anillo 

aislado [124]. Dependiendo del transductor utilizado, se pueden realizar mediciones 

isométricas o isotónicas. La medición isométrica, que mantiene la longitud del tejido 

constante, es un método popular para evaluar la fuerza de contracción del músculo 

liso de conductos biológicos como los vasos sanguíneos. Sin embargo, la medición 

isotónica 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 está conectado a transductores isométricos, se utiliza 

principalmente para controlar la tensión en anillos y pequeñas secciones de tejido 

[120]. El transductor isométrico es un transductor de galga extensométrica o un 

segmento de material conductor, que permite medir la presión, la carga o ambos, 

en función 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 

cámaras de doble pared que contienen una solución fisiológica mantenida a 37 °C. 

Uno de los ganchos está 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 área de sección transversal, aumentando su 

resistencia eléctrica; Por otro lado, cuando se relaja, el conductor reduce su 

longitud, disminuyendo su resistencia [125]. 

 

IV.3.3. Contracción y relajación: activadores y sustancias vasoactivas 

El músculo se puede dividir en dos categorías amplias: músculo liso, que 

comprende músculos vasculares, respiratorios, uterinos y gastrointestinales; y 

músculo estriado, que incluye músculos esqueléticos y cardíacos. La actina y la 

miosina son las dos proteínas principales que forman el sistema contráctil en todos 

los tipos de músculos [126].  
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El calcio que interactúa con la célula (interna o externamente), juega un papel crucial 

al intervenir en la acción de la contracción del músculo liso en el sistema vascular. 

Por lo tanto, es necesario un aumento en la concentración de calcio citosólico para 

la contracción de todas las células musculares. El calcio tiene una concentración 

citosólica en reposo de alrededor de 100 nM y un valor extracelular de 2 a 4 mM; 

además, se mantiene en las células a una concentración de aproximadamente 0,4 

mM en las membranas sarcoplásmica (SR, en músculo esquelético y cardíaco) y 

retículo endoplásmico (ER, en músculo liso) [127]. 

En el músculo estriado, limita la cantidad de actina disponible, mientras que, en el 

músculo liso, limita la disponibilidad de miosina de cadena ligera (MLC) (Figura 11). 

La contracción de los músculos lisos requiere una entrada de calcio. Hay dos formas 

principales en que las células del músculo 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 despolarización, la estimulación hormonal o la 

acción de neurotransmisores. Luego, el calcio introducido por despolarización 

estimula la liberación de calcio extra desde el retículo sarcoplásmico (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 contracción en el músculo liso. Esto alterna la activación de estos canales, 

asegurando que el potencial se mantenga intercalándolos en todo momento [128].  

Además, los factores de circulación (citocinas) y los factores difusibles (óxido nítrico, 

NO) en el torrente sanguíneo funcionan como mediadores en receptores de la 

membrana plasmática para limitar los niveles de calcio, lo que resulta en relajación 

a bajas concentraciones y citotóxicos cuando se excede la concentración de estos 

[126], [129]. 
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Figura 11.- Vías de señalización de la contracción del musculo liso por agonistas y despolarización [126]. 

 

Un grupo de sustancias conocidas como vasoactivas son las encargadas activar 

receptores para regular la liberación de calcio, uno de los elementos con mayor 

importancia al regular las vías que permiten la contracción y relajación dentro del 

músculo liso, dentro de las células musculares [130]. La activación de los receptores 

muscarínicos media la acetilcolina, que es una de las principales sustancias [131]. 

La liberación del calcio contenido en las células (Figura 12) se inicia como resultado 

de esta activación de los receptores, aumentando la disponibilidad interna de este 

y, como resultado, la apertura de los canales de potasio activados por calcio [128]. 

La despolarización de la membrana celular provoca un aumento en el potencial y la 

contracción en las células del músculo liso [132]. Es importante conocer las 

propiedades e interacciones de materiales que contienen iones Fe2+, como la 

magnetita, porque la hemoglobina puede inhibirlo, elevar la presión arterial 

sistémica y reducir los vasopresores y las necesidades de ventilación, así como 

jugar un papel significativo en la regulación del NO [133]. 
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Figura 12.- Vía de acción de la acetilcolina en el musculo liso. [98]. 

 

La contracción vascular en cambio, se produce mediante la activación de los 

receptores adrenérgicos correspondientes a la norepinefrina, un agente contráctil 

sintético similar a la noradrenalina, inician la contracción muscular [134]. Una 

variedad de proteínas en la membrana del músculo liso, conocidas como receptores 

adrenérgicos, reconocen esta sustancia cuando se libera a las células del sistema 

nervioso. Estos receptores desencadenan múltiples señales generadas por la 

proteína G agilizando la enzima adenilil ciclasa que convierte el ATP en AMP, lo que 

provoca la sístole (contracción) del músculo cardiaco por la fosforilación de la 

miosina de cadena ligera (Figura 11 y Figura 13) y despolarizar así 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 

despolarización de los canales de calcio tipo L y la contracción del músculo liso. 

[136].  



  CAPÍTULO IV 

44 
 

 

Figura 13.- Vías de señalización del efecto de la fenilefrina (Phe) en el músculo cardiaco y su efecto contráctil. 
[98]. 

 

La contracción y relajación del músculo liso presente en los vasos coronarios están 

reguladas por estos factores neurales, hormonales y locales en constante 

combinación, permitiendo que los vasos ajusten el flujo sanguíneo de forma 

dinámica, dependiendo de las necesidades metabólicas y componentes externos 

del corazón, fundamentales para mantener el flujo sanguíneo coronario y satisfacer 

las demandas del sistema, que puede ser modificado o interrumpido por factores 

externos como los metales pesados. 

 

IV.4. Lixiviación de Fe2+ 

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 fácilmente al 

entrar en contacto con el oxígeno cambiando la valencia del hierro a iones Fe2+, los 

cuales son solubles en agua, es de fácil absorción por los organismos [138] a 

diferencia de la magnetita (Fe3O4), la cual tiene en su estructura iones Fe3+ 

insolubles en agua tanto como iones Fe2+. Los seres vivos, a lo largo de la evolución 

y el tiempo, han adquirido una variedad de métodos para utilizar el hierro para una 
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aplicación biologica, como la hemoglobina. Ciertos microorganismos, las levaduras 

por ejemplo, utilizan mecanismos para transformar los iones de hierro férrico 

insoluble (Fe3+) en formas de hierro ferroso soluble (Fe2+) [47]. Los humanos y otros 

organismos superiores tienen contrapartes análogas 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 hígado 

y corazón; una vez absorbido, el cuerpo no tiene otra forma fisiológica de desechar 

el hierro almacenado en exceso mas que la  produccion de hemoblobina tras la 

pérdida de sangre [139]. 

La lixiviación de hierro es un fenómeno en el que los materiales que lo contienen 

liberan iones en un medio circundante a través de reacciones químicas [46]. Este 

proceso suele implicar la disolución del hierro en un entorno líquido. Un ejemplo 

común de lixiviación es la corrosión del hierro o el acero cuando se exponen al 

oxígeno y la humedad, lo que da como resultado la formación de óxido de hierro. 

El hierro ferroso puede unirse reversiblemente por NO (Figura 14) [133], [140]. Es 

posible comparar la unión del NO con la del CO y el O2 dadas sus propiedades 

paramagnéticas similares por la presencia de oxígeno; su tamaño, carga (neutral) e 

hidrofobicidad son similares, lo que indica un acceso similar a las reservas de hierro 

celular, ya sea que estas últimas sean de bajo peso molecular o estén unidas a 

proteínas. Es probable que el O2 (y en menor medida el CO) esté presente en 

concentraciones más altas que el NO en la mayoría de las situaciones in vivo y, 

como resultado, teóricamente podría competir por los sitios de unión del NO en el 

hierro ferroso.  
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Figura 14.- Descripción general de las interacciones del óxido nítrico y el hierro con las reacciones 
biológicamente más relevantes en las que podría intervenir [133], [140]. 

 

Además, a diferencia del CO, la unión reversible simple no suele ser la única 

interacción observada, ya que una vez unidos, las características paramagnéticas 

del NO y el O2 añaden electrones desapareados al sistema. El hierro ferroso puede 

unirse de manera reversible al CO, NO y O2. La unión de oxígeno no es persistente 

porque el metabolismo del oxígeno del hierro ferroso en la mayoría de las proteínas 

es más rápido que los iones en solución, siendo la excepción las proteínas 

transportadoras de oxígeno, como la hemoglobina y la mioglobina, que forman 

uniones persistentes de O2 con tasas de concentración cuantificables. 

Sin embargo, no está claro si estas respuestas ocurren in vivo y, de ser así, qué 

importancia tienen, ya que no existe dentro de la célula un mecanismo de lixiviación 

localizado, como una nanopartícula [140]. Dada la composición química ambigua 
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de las reservas de hierro de bajo peso molecular en las células, es difícil realizar 

investigaciones pertinentes. 

 

IV.5. Modelos estadísticos 

El uso de animales de experimentación para la evaluación 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 mayoría de los 

procesos de aprobación para ser liberados al mercado [141]. Sin embargo, los 

numerosos datos que arrojan los diferentes ensayos biológicos pueden ser difíciles 

de interpretar por el número de características y variables a analizar (Figura 15), 

que con el desarrollo e implementación de la computación ha sido posible relacionar 

cuestiones tanto biológicas, como físicas, químicas, etc. [142]. Desde entonces, los 

análisis en computadora han sido de gran ayuda para determinar, junto con los 

análisis prácticos, diversos aspectos de los efectos sobre tejido vivo, como los 

pulmones [143], células cancerígenas [144] y escáneres MRI [145].  

 

 

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

 

Cuando el número de características (o variables observadas), p, es igual o mayor 

que el número de observaciones (o puntos de datos), n, se dice que los datos son 

de alta dimensión [146]. Un número cada vez mayor de áreas de la ciencia se 

ocupan de datos de alta dimensión debido al desarrollo de nuevas herramientas 

automatizadas de recopilación de datos. Un número creciente de conjuntos de datos 
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tienen muchas características; algunos tienen tantas características como filas en 

el conjunto de datos, por lo que visualizar conjuntos de datos con muchas funciones 

puede resultar un desafío. Trazar la variable de respuesta frente a cada uno de los 

pocos factores explicativos disponibles al examinar conjuntos de datos de baja 

dimensión puede ayudar a determinar cuáles de ellos son predictores de respuesta 

significativos [147]. 

Los datos con muchas dimensiones pueden simplificarse mediante el uso del 

análisis de componentes principales (PCA), al proyectar cada muestra sobre el 

primer componente principal, podemos reducir la dimensionalidad de nuestros 

perfiles de expresión bidimensionales a una dimensión. En esta representación 

unidimensional de los datos, las muestras todavía están separadas según el estado 

de las variables a evaluar. El patrón normalizado se denomina frecuentemente gen 

propio. La proyección de los datos sobre un componente principal puede entenderse 

como un patrón de expresión similar a un gen entre muestras. Por lo tanto, PCA 

encuentra un patrón similar a un gen correspondiente con la misma variación 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 resúmenes de sus características. Los datos de alta 

dimensión se encuentran con frecuencia en biología y son el resultado de la 

medición de varias características, como la expresión de numerosos genes, para 

cada muestra [149]. Al probar cada característica 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 corrección de múltiples 

pruebas. PCA es una técnica de aprendizaje que identifica patrones sin tener en 

cuenta los orígenes de las muestras en varios grupos de tratamiento o variaciones 

fenotípicas. 

PCA obtiene una mínima 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 proyección en 

el CP, se selecciona el CP inicial. La proyección se representa con puntos en dos 

dimensiones proyectados en líneas de una dimensión a lo largo de un camino 
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perpendicular a la línea (círculo sólido) (Figura 16a). La varianza de los puntos 

proyectados, 2, se optimiza cuando disminuye esta distancia a la trayectoria de 

cada recta sobre los puntos. Como ejemplo, 2 para los puntos pronosticados puede 

ser alto para u o bajo para v. (Figura 16b). La correlación (r2) se maximiza como 

resultado del procedimiento de selección de CP. PC1 es la línea u desde Figura 

16a y maximiza la proyección de 2. Siempre perpendicular a PC1 es el segundo 

PC, denominado PC2 (Figura 16c). 

 

 

Figura 16.- Representación gráfica de la proyección de componentes principales [150]. 
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V. Hipótesis y Objetivos 

Hipótesis 

La alimentación del modelo estadístico con los valores de las diferentes variables 

(daño en tejido, aumento de óxido nítrico y presión de perfusión), que caracterizan 

los efectos adversos a nivel histológico y fisiológico observables en tejido vascular 

expuesto a las MNP permitirá obtener parámetros de seguridad mediante la relación 

de la propiedad y el efecto a partir de la técnica de perfusión retrograda de corazón 

de roedor Langendorff y el sistema de anillos aislados de aorta. 

 

Objetivo General 

Relacionar los efectos fisiológicos adversos que se generan en el tejido vascular 

expuesto a las MNP con sus diferentes propiedades mediante la técnica de 

perfusión de corazón de Langendorff y fisiógrafo de tejidos aislados de anillos 

aórticos. 

Objetivos Específicos 

1) Sintetizar los diferentes materiales Fe2+Fe3+
2O4 y Fe2+Fe3+

2O4@SiO2 bajo 

diferentes condiciones de temperatura (120ºC, 160ºC y 200ºC) para la 

obtención de morfologías y calidad cristalina. 

2) Caracterizar fisicoquímicamente mediante microscopia electrónica de barrido 

(SEM), microscopia de electrónica de transmisión (TEM), potencial Zeta , 

sensibilidad magnética a 500mT y 1000mT y difracción de rayos X (XRD) de 

los diferentes materiales Fe2+Fe3+
2O4 y Fe2+Fe3+

2O4@SiO2. 

3) Evaluar los tejidos vasculares, midiendo cambios en la tensión (g) como 

índice del tono vascular, expuestos a concentraciones (0.001, 0.01, 0.1 y 1 

gmL-1) de los diferentes materiales Fe2+Fe3+
2O4 y Fe2+Fe3+

2O4@SiO2. 

4) Elaborar un modelo estadístico en el software R con los valores obtenidos de 

tono vascular para obtener la contribución de los efectos de los diferentes 

materiales Fe2+Fe3+
2O4 y Fe2+Fe3+

2O4@SiO2. 
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VI. Metodología 

 

VI.1. Síntesis de los Materiales 

Se eligieron dos diferentes morfologías (amorfas e hilos), sometidas a tres 

diferentes tratamientos térmicos de 4 horas (120, 160 y 200 ºC) y posteriormente se 

recubrieron de silicio mediante el método de Stöber, quedando la relación de 

materiales como se presenta en la  Figura 17 

 

 

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

 

 

VI.1.1. Síntesis de nanopartículas de Fe2+Fe3+
2O4 en forma de hilos 

mediante reducción química (RQ): 

Se elaboraron las soluciones de 0,27 g de cloruro férrico (FeCl3) y 0,55 g de pirrol 

(C4H5N) en 20 mL de agua desionizada por separado y mezclados posteriormente 

para formar la solución A. La solución cambia de color de amarillo a naranja.  

Nanoparticulas 
Magneticas (MNP)

Hilos Magneticos 
(RMNP)

120 ºC

Recubiertas

No recubiertas

160 ºC

Recubiertas

No recubiertas

200 ºC

Recubiertas

No recubiertas

Cubos (CMNP)

120 ºC

Recubiertas

No recubiertas

160 ºC

Recubiertas

No recubiertas

200 ºC

Recubiertas

No recubiertas
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Por separado, se prepara 0,75 g de NaBH4 en 10 mL de agua desionizada (solución 

B). Seguido de la adición de la solución "B" en "A" con agitación magnética vigorosa 

[151].  

Una vez completada la combinación de ambas soluciones, se procedió a los 

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

 

 

Figura 18.- Síntesis de nano hilos magnéticas mediante reducción química. 

 

VI.1.2. Síntesis de nanopartículas de Fe2+Fe3+2O4 amorfas 

coprecipitación química (CQ): 

Se prepararon soluciones precursoras de cloruro férrico y sulfato ferroso por 

separado en una relación 1:1.75 Fe. Posteriormente, se mezclaron en un baño 

ultrasónico BRANSON 1510 con condiciones operativas de 47 kHz durante 15 

minutos en presencia de una atmósfera inerte (N2). Después de este tiempo, se 

agregaron 10 ml de una solución de hidróxido de amoníaco 30% v/v a la mezcla con 

goteo controlado durante otros 15 minutos en las mismas condiciones sonoquímicas 

descritas anteriormente. Después de la etapa sonoquímica, se llevó a cabo la 

neutralización mediante lavados con etanol [61]. 

Una vez completada la neutralización, se procedió a los diferentes tratamientos 

térmicos (120, 160 y 200 ºC) (Figura 19). 

 

 

Figura 19.- Síntesis de nanopartículas amorfas mediante coprecipitación química. 
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VI.1.3. Recubrimiento de las nanopartículas con silicio 

Una vez obtenidas las nanopartículas se recubrieron mediante el método de 

Stöber: 

Se preparó una solución de etanol, agua y las MNP, asistida por sonicación en 

un baño BRANSON 1510 ultrasónico con condiciones de 47 kHz durante 15 

minutos.  

Se adicionó a la mezcla de MNP una solución de SiO2 de TEOS suspendido 

en etanol al 2% wt con asistencia de sonicación por 15 minutos. Después se 

lavó con agua desionizada y secó en horno de convección por 12 horas a 50°C 

(Figura 20) [152]. 

 

 

Figura 20.- Método Stöber para recubrimiento de nanopartículas de silicio. 

 

VI.2. Caracterización Fisicoquímica  

Se utilizó un microscopio JOEL JEM 2000FX para realizar la microscopía electrónica 

de barrido (SEM) y microscopía de transmisión (TEM) para determinar la morfología 

de las MNP. ZETASIZER ULTRA MADLS se utilizó para determinar la estabilidad 

de la partícula 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 utilizó 

un difractómetro BRÜKER D8 ADVANCE con condiciones de radiación de Cukα con 

longitud de onda  = 0.15405 nm en el rango de 2 de 10-100° para la difracción de 

rayos X (XRD) en polvo fino. 
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VI.3. Abordajes Biológicos 

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 resección del corazón al 

administrar pentobarbital sódico (50 mgkg-1, intraperitoneal) para alcanzar la 

sedación profunda  como lo especifica la normatividad mexicana NOM-062-ZOO-

1999 conforme a lo establecido en la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de 

Laboratorio del Instituto Nacional de Salud [153] y el conocimiento y aprobación del 

consejo de posgrado y bioética de la Universidad Autónoma de Querétaro (Núm. 

Registro: 004-2019 CEAIFI-196-2018-TP); así como el comité de ética de la 

Universidad Autónoma de San Luis Potosí (CONBIOTETICA-24-CEI-20190726). La 

disposición del corazón y la aorta para ser evaluados a través de la prueba de 

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

 

VI.3.2. Técnica de Langendorff (Corazón perfundido de roedor) 

La perfusión de corazón de roedor ex vivo, observada en la Figura 21 se realizó 

con una velocidad de flujo constante a 10 mLmin-1 [123], [154]. El corazón fue 

extripado y transferido con ayuda de la solución fisiológica o de Krebs a 4ºC 

preparada conforme al Anexo A.1 para ser canalizado de manera retrograda (en la 

aorta) al equipo Langendorff donde se lavó con solución de Krebs calentada 

previamente a 37°C en flujo y burbujeo constante de Carbógeno (5% de dioxido de 

carbono y 95% de oxígeno). Se obtuvo en la PP en tiempo real a medida que el 

corazón se perfundía con la ayuda del transductor isométrico del equipo en la cánula 

aórtica como medida del índice de tono vascular de los vasos coronarios. Dos 

electrodos posicionados en la aurícula derecha y la punta del ápice 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 análisis de los datos. 

 



METODOLOGÍA  CAPITULO VI 

57 
 

 

Figura 21.- Esquema del equipo Langendorff de corazón de roedor. 

 

VI.3.3. Preparación 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 solución fisiológica con la siguiente composición 

(mM): NaCl 118, KCl 2.68, KCl 4.7, KH2PO4 1.2, CaCl2 1.8, dextrosa 10.01 y HEPES 

20 (Anexo A.2) ajustados a un pH 7.4. Los anillos individuales se montaron en 

cámaras con solución fisiológica a 37ºC acoplados a transductores de fuerza Grass 

(Figura 22). Posterior al acoplamiento de los anillos de íleon y después de un 

periodo de estabilización de 1 hora, se procedió a realizar la administración de los 

tratamientos. 

 

 

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

Corazón aislado y perfundido de roedor o técnica de Langendorff 

Previo a la administración de las concentraciones crecientes de MNP sometidas a 

análisis (1, 10, 100, 1000 mgmL-1), el corazón se estabilizo por 20 min. Después del 

tiempo de estabilización, se perfundieron Fenilefrina (Phe) y Acetilcolina (ACh) 

ambas en concentración 10μM al inicio y final de cada prueba para fungir como 

controles de los efectos contráctil y vasodilatador, respectivamente (Anexo A.3) 

[155] para asegurar el correcto funcionamiento del corazón. 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 

peristáltica. El efecto de las MNP se interpretó en tiempo real por los valores 

obtenidos del transductor isométrico en forma del PP (mmHg) como relación del 

tono vascular (Figura 23). 

 

 

Figura 23.- Representación 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 administración en torrente sanguíneo 1, 10, 100 y 1000 µgmL-1. 

Se administraron, como primer acercamiento, una concentración de 2 µM de Phe 

para verificar la viabilidad y funcionalidad del tejido, una vez alcanzada la 
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contracción óptima se expone la aorta en presencia de concentraciones crecientes 

y acumulativas de MNPs 1, 10, 100 y 1000 µgmL-1, de cada uno se administraron 

10 µl de una solución stock para el volumen final de 10 ml de solución fisiológica 

contenida en la cámara. Cada concentración promovía 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 administración creciente. Al final, se administraron 2 µM 

de ACh, se dejaba producir la máxima relajación, y se tomaba la última alícuota de 

NO. 

 

VI.3.5. Cuantificación de Óxido Nítrico (NO)  

La cuantificación indirecta de óxido nítrico (NO) se obtuvo mediante la formación de 

cuerpos nítricos (nitratos (NO3), nitritos (NO2) al interactuar con un cromóforo 

(producto diazonio) obtenido de la diazotación de sulfanilamida de los cuerpos 

nítricos (nitrito acídico) y el acoplamiento de N-[1-naftil]etilendiamina (aminas 

bicíclicas) [156], conocido comúnmente como método de Griess (Figura 24).  

 

Figura 24.- Reacción de Griess. 

 

Una vez concluida la reacción en ausencia de luz, se obtuvo la concentración 

mediante colorimetría en el espectrómetro marca iMark BIO RAD Microplate Reader 

a  = 595nm y  = 665nm (Figura 25) [157]. 
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Figura 25.- Representación gráfica del método de Griess para determinación indirecta de óxido nítrico.
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VII. Resultados y Discusión 

 

VII.1. Caracterización Fisicoquímica de las nanopartículas 

Para realizar una correcta relación entre el efecto de las MNP y el tejido vascular se 

tomaron en cuenta seis criterios importantes de las nanopartículas obtenidos de las 

diferentes caracterizaciones fisicoquímicas: tamaño, composición, carga, radio 

hidrodinámico, sensibilidad magnética y cristalinidad. Mientras que para determinar 

los efectos de las MNP en el tejido se tomaron las variables biológicas de 

concentración de óxido nítrico, tensión y presión de perfusión para posteriormente 

ser analizados en PCA y discernir la importancia que llevan estas propiedades de 

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

 

VII.1.1. Morfología, tamaño y composición (SEM, TEM, PZ) 

Para obtener la morfología y composición de las MNP se realizaron los análisis por 

microscopia electrónica de barrido (SEM). 

La Figura 26 muestra las micrografías obtenidas del SEM de las partículas amorfas 

obtenidas mediante coprecipitación (CQMNP) y los hilos sintetizados mediante 

reducción química (RQMNP). Se puede observar el comportamiento característico 

de las MNP. Debido a sus propiedades magnéticas, las MNP forman grandes 

grupos y aglomeraciones, exhibiendo una dispersión deficiente. Si bien es posible 

ver nanopartículas dentro de estos grupos, no se afirma que las MNP tienen una 

forma definida, ya que la coprecipitación química requiere condiciones 

especializadas como el uso de surfactantes o el empleo de puntos calientes para 

obtener una morfología definida [158]. Aunque el tamaño de los agregados llega a 

medir 130 nm aproximadamente, se pueden apreciar pequeñas partículas formando 

estos agregados (Figura 26A, 26B y 26C) de alrededor de 20 nm. Las muestras 

RQMNP muestran una morfología parecida a una red de hilos de magnetita en 

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

Las micrografías SEM se realizaron mediante electrones retrodispersados (BSE), 

llamado análisis de contraste Z (Anexo 0), los cuales son electrones que se reflejan 

después de las interacciones elásticas entre el haz y la muestra. Por el contrario, 
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los electrones secundarios (SE) se originan a partir de los átomos de la muestra; 

son el resultado de interacciones inelásticas entre el haz de electrones y la muestra; 

con esto, podemos inferir que las zonas de mayor intensidad lumínica son átomos 

de mayor peso molecular, es decir el hierro en este material, mientras que las zonas 

con menos intensidad son átomos de menor peso molecular, es decir el oxígeno 

[159]. Se puede observar que el oxígeno ocupa mayormente la superficie de los 

materiales CQMNP salvo en las esquinas (Figura 26A, 26B y 26C), mientras que 

en los hilos hay más presencia de hierro en la superficie (Figura 26D, 26E y 26F). 

Esto puede deberse a la forma en la que está creciendo el material, dado que en la 

coprecipitación química la síntesis se da de forma libre, en medo acuoso, mientras 

que en la reducción química el pirrol actúa de molde, podemos inferir que el material 

crece en el plano (4 4 0).  

Se analizaron también las micrografías obtenidas de TEM para obtener el tamaño 

promedio aproximado de las partículas amorfas CQMNP y el ancho y largo de los 

hilos RQMNP. Las micrografías mostraron tamaños promedio de partícula de 22.75, 

19.81 y 16.7 nm, formando aglomerados de 400, 350 y 530 nm para las CQMNP a 

120, 160 y 200 ºC respectivamente, obtenidos con el programa de medición de 

pixeles ImageJ Image Software Analyzer de las micrografías resultantes de TEM 

(Figura 28).  
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Figura 26.- Micrografías SEM de las MNP sin recubrir. Nanopartículas sintetizadas mediante coprecipitación química (CQ) a (A)120ºC, (B) 160 ºC y (C) 200 ºC 

(amorfas) y reducción química (RQ) a (D)120ºC, (E) 160 ºC y (F) 200 ºC. 

 

A B C 

D E F 
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Figura 27.-  Micrografías TEM de las MNP sin recubrir. Nanopartículas sintetizadas mediante coprecipitación química (CQ) a (A)120ºC, (B) 160 ºC y (C) 200 ºC 
(amorfas) y sus respectivos tamaños (D)120ºC, (E) 160 ºC y (F) 200 ºC.  
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Figura 28.- Micrografías TEM de las MNP sin recubrir. Nanopartículas sintetizadas mediante reducción química (RQ) a (A)120ºC, (B) 160 ºC y (C) 200 ºC (hilos) y 

sus respectivos tamaños (D)120ºC, (E) 160 ºC y (F) 200 ºC. 

32.18 nm 

1.2 µm 35.25 nm 
800 µm 

400 nm 
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VII.1.2. Carga y radio hidrodinámico (PZ) 

La carga superficial y el tamaño en solución o radio hidrodinámico fue obtenido 

mediante la técnica de potencial Z en la solución fisiológica o solución de Krebs, 

utilizada para llevar a cabo la evaluación biológica de las MNP (Anexo A.5). 

La inestabilidad intrínseca que presentan las MNP en el rango de tamaño 

nanométrico, se manifiesta de dos formas principales: 

• Alta polidispersión, donde los NP pequeños tienden a agregarse y formar 

partículas grandes para reducir la energía superficial [160]. 

• Pérdida de magnetismo, donde las MNP desnudos se oxidan fácilmente en 

el aire debido a su alta actividad química, especialmente la magnetita (Fe3O4) 

y maghemita (γ-Fe2O3) es un problema inevitable asociado con estos 

materiales durante períodos largos [161]. 

La lectura de las MNP se llevó a cabo concentraciones relativamente altas debido 

a la presencia de su campo magnético con un valor aproximado entre 40 y 100 

Am2kg-1 de susceptibilidad magnética (Ms) en una solución de concentración 0.001 

mgmL-1. 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 solución de Krebs utilizada en el análisis (Cl-, Na+, CO3
2-, K+, Mg2+, SO4

2-

, PO4
3-, Ca2+, glucosa y piruvato). Al ser partículas negativamente cargadas 

naturalmente, con valores reportados de alrededor de -15 a -20 mV [162], las MNP 

atraen iones cargados positivamente [163] lo cual podría explicar el comportamiento 

polipotencial de las partículas (Figura 29A, 29B y 29C). Podemos corroborarlo en 

los potenciales de las partículas recubrieras, donde este fenómeno desaparece a 

pesar de ser partículas negativas también. Tienen poca estabilidad coloidal dado 

que se encuentran en el umbral de ±30 mV [164], [165], siendo las más estables 

entre las MNP sintetizadas con el tratamiento térmico de 120 ºC. 

Se observó un tamaño de partículas de alrededor de 866.1, 374.4 y 654.9 nm para 

las MNP de temperaturas 120, 160 y 200ºC de las partículas amorfas CQ (Figura 

29D, 29E y 29F). Estos valores son esperados debido a su naturaleza magnética y 

tamaño de las partículas individuales vistas en TEM.  
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Una vez recubiertas las partículas amorfas como se observa en TEM los 

polipotenciales que se presentaban en las partículas 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 200ºC 

respectivamente (Figura 30A, 30B y 30C). Esto es debido a que la interacción con 

los iones se vuelve más débil cuando el campo magnético es recubierto con una 

capa externa de material dieléctrico como el silicio [75]. Aunque el potencial es más 

definido y centrado en un solo punto, las partículas siguen siendo inestables en 

solución dado que se encuentran dentro del umbral de ±30 mV. Esto puede indicar 

un recubrimiento exitoso mediante el método de Stöber. La dispersión previa a la 

que se someten las partículas antes de añadir la solución de TEOS a la reacción 

pudiera evitar la aglomeración y así recubriéndolas en tamaños más pequeños que 

los que presentan las partículas sin recubrir, agrupadas por su comportamiento 

magnético, reduciendo su tamaño. 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN   

69 
 

   

   

Figura 29.- Carga superficial de las diferentes temperaturas (A)120ºC, (B) 160 ºC y (C) 200 ºC y radio hidrodinámico (D)120ºC, (E) 160 ºC y (F) 200 ºC de las 
partículas amorfas CQ.  
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Figura 30.- Carga superficial de las diferentes temperaturas (A)120ºC, (B) 160 ºC y (C) 200 ºC y radio hidrodinámico (D)120ºC, (E) 160 ºC y (F) 200 ºC de las 
partículas amorfas recubiertas SiMNP CQ.  

A B C 
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Un comportamiento similar de aglomeración se puede observar en los análisis de 

los hilos magnéticos RQ; sin embargo, los hilos magnéticos presentan menor 

sensibilidad magnética, alrededor de 40 Am2kg-1, y su morfología en forma de red 

les permite tener una menor aglomeración [61]. Similar a las partículas amorfas CQ, 

la carga se mantiene en valores negativos, pero con curvas de potencial más 

definidas, lo que infiere que la distribución de potencial del material en solución 

atraviesa el umbral de estabilidad, haciéndolas más estables que los hilos 

magnéticos RQ con una sensibilidad magnética menor [163] obteniendo valores de 

2.7, -36.2 y -31.9 mV para las temperaturas de 120, 160 y 200 ºC, respectivamente; 

así también, el tamaño 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 ºC, respectivamente. 

Los hilos magnéticos RQ, a pesar de tener una apariencia intricada en SEM, se 

observa que en TEM tienen una separación mayor que los aglomerados en las 

partículas amorfas CQ, y comparando los tamaños de las dos morfologías (Tabla 

2), se observa la tendencia de en la reducción de los aglomerados debido la 

morfología y sensibilidad magnética. 

 

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

Temperatura (ºC) CQ (radio hidrodinámico) RQ (radio hidrodinámico) 

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 160ºC, llegando a -5.5 y -40.4 mV respectivamente, mientras 

que para la temperatura de 200ºC el potencial se redujo a -18 mV (Figura 31A, 31B 

y 31C). Con respecto al tamaño, se incrementaron los valores a 264nm para la 

condición de calcinado de 120ºC, el tamaño para la temperatura de 160ºC se 

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

cual puede explicar la caída de estabilidad en solución.
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Figura 31.- Carga superficial de las diferentes temperaturas (A)120ºC, (B) 160 ºC y (C) 200 ºC y radio hidrodinámico (D)120ºC, (E) 160 ºC y (F) 200 ºC de los hilos 
magnéticos RQ.  
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Figura 32.- Carga superficial de las diferentes temperaturas (A)120ºC, (B) 160 ºC y (C) 200 ºC y radio hidrodinámico (D)120ºC, (E) 160 ºC y (F) 200 ºC 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 realizó la prueba de 

sensibilidad magnética mediante magnetometría suspendida. 

Al modificar las condiciones de síntesis utilizando un sonotrodo en lugar de un baño 

ultrasónico y concentrado así los puntos calientes producidos durante la 

sonoquímica, se logró mejorar la sensibilidad magnética con lo reportado en la 

bibliografía [166]. 

La caracterización magnética de las MNP se registró en los de campos magnéticos 

B = 500 y B = 1000 mT para asegurar que se alcanzara la saturación de los 

materiales. Las curvas de magnetización de las partículas amorfas y los hilos 

magnéticos RQ.  

Este análisis reveló que las muestras obtuvieron valores de saturación de 

magnetización (Ms), en 105, 92 y 59 Am2kg-1 para las temperaturas de 120, 160 y 

200 ºC, respectivamente, con una aportación de aumento después de la saturación 

pudiendo atribuirse a la presencia de diferentes tamaños de partícula [166]. Este 

incremento en la magnetización se observa en la curva de histéresis de la Figura 

33, previo a alcanzar el punto de saturación Ms, lo cual parece revelar la presencia 

de partículas superparamagnéticas más pequeñas [167].  

Las curvas de histéresis muestran el comportamiento característico de los 

materiales superparamagnéticos, los cuales no presentan un ensanchamiento en la 

histéresis, lo que se puede interpretar como la falta de coercividad (medición de la 

capacidad de un material para soportar un campo magnético externo sin 

desmagnetizarse) [167]–[169]. La presencia de los dominios magnéticos 

individuales alineándose al campo magnético externo les da esa característica, que 

es de gran utilidad en las aplicaciones biomédicas en imagenología y teranóstica, 

ya que pueden cambiar súbitamente en modificaciones de campo magnético y 

proveer imágenes más claras [170]. 
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Figura 33.- Curvas de magnetización de histéresis magnética de las partículas amorfas CQ (A) e hilos 
magnéticos RQ (B). 

 

VII.1.4. Cristalinidad 

Para comprobar que el material tuviera la estructura correcta de la magnetita se 

llevaron a cabo análisis de difracción de rayos X (XRD). 

Los difractogramas arrojaron una tensión e intensidad mayores en el plano cristalino 

(4 0 0), lo cual indica una compresión en la red cristalina y un aumento de presencia 

del plano, con lo que se puede inferir que los hilos están creciendo 

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

 

 

Figura 34.- Estructura de la magnetita propuesta de crecimiento en la síntesis de reducción y coprecipitación 
química. Se observa una línea de hierro en el plano (1 1 1) donde pueden estar creciendo las partículas amorfas. 

Se marca el plano (4 4 0) como el plano 

A B 
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La fase cristalina de las nanopartículas se puede determinar observando dónde se 

ubican las reflexiones de Bragg en el patrón de difracción (Figura 35 y 36). El patrón 

de difracción de las MNP exhibe reflexiones en ángulos 2 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 (2 2 0), (3 1 1), (4 0 0), (4 2 2), (5 1 1) y (4 4 0), respectivamente, 

de acuerdo a la base de datos de estructuras cristalinas americana (AMCSD, código 

0002400), siendo los más representativos los planos (3 1 1), que pueden deberse a 

la contribución de magnetita en las nanopartículas 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 Stöber (Figura 35B). 

Existe un ligero desplazamiento de las difracciones hacia la derecha en los planos 

(5 1 1) y (4 0 0) que pudiera indicar la tensión dentro de la estructura exhibe 

uniformemente dentro de la red cristalina [173] que fue calculada más adelante 

mediante el análisis de Williamson-Hall. 

En la Figura 36A se muestran los hilos magnéticos que, por otra parte, perdieron la 

mayoría de los planos cristalinos de la magnetita y ganaron otros nuevos dentro de 

los ángulos 2 de 20º y 40º 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 2 de 20º 

y 40º, 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 línea discontinua en la medición), 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 tamaño de grano gracias a las altas temperaturas, también podría 

propiciar un ambiente que favorezca la oxidación [175], modificando la estructura 

espinela y eliminar las propiedades magnéticas. 
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Figura 35.- Difractogramas de las partículas amorfas CQ (A) sin recubrir y (B) recubiertas de silicio. 
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Figura 36.- Difractogramas de los hilos magnéticos RQ (A) sin recubrir y (B) recubiertas de silicio.
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El tamaño del cristalito y la tensión se obtuvieron utilizando la determinación 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 tamaño de cristalito y tensión obtenidos de los difractogramas de CQ y RQ mediante 
Williamson - Hall. 

Material Tamaño de cristalito 
D (nm) 

Tensión 

 x103 

CQ 120ºC 13.26 0.101 

CQ 160ºC 16.8 0.501 

CQ 200ºC 16.33 0.586 

RQ 120ºC 86.72 6.096 

RQ 160ºC 80.45 1.615 

RQ 200ºC 45.54 0.822 

 

Los valores de tensión en la red se muestran más prominentes en los hilos 

magnéticos, lo cual puede indicar que la red está siendo presionada dada la 

restricción del pirrol, dándole el crecimiento preferencial en el plano cristalino (4 0 

0) y su corrimiento hacía ángulos superiores [176].  

Los tamaños de cristalito aumentan con la temperatura de 120ºC a 160ºC en las 

partículas amorfas CQ, lo cual es de esperarse ya que a mayor temperatura el 

tamaño de cristalito crece. Al llegar a los 200ºC sin embargo, el cristalito disminuye 

0.5 nm, que  no es suficiente para ser significativo pero podría deberse a que la 

temperatura es demasiado alta y se expone el material a la oxidación, cambiando 

su estructura y su factor de empaquetamiento [177]. Sin embargo, en los hilos 

magnéticos el tamaño de cristal se reduce a partir de los 160ºC, disminuyendo su 

tamaño a la mitad cuando se somete a 200ºC. Cabe aclarar que en la literatura 

obtenida para la metodología de síntesis mediante pirrol no se utiliza ningún 

tratamiento térmico [151], pero se le dieron estos tratamientos para observar las 

variaciones en la estructura. 

De los difractogramas se llevó a cabo el análisis cristalográfico denominado 

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

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

La Tabla 4 contiene los valores de las fases obtenidas de los refinamientos Rietveld 

de las partículas 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 oxidación cuando se aumenta la 

temperatura cuando no se encuentra en una atmosfera inerte [178], formando la 

creación de fases como la magnesita, lo que puede deberse a una contaminación 

dentro del ambiente de calcinado o bien, la magnesita presenta reflexiones de Bragg 

similares a la maghemita que aparecen al ser calcinado a 200ºC (AMCD, código 

0000099) [48]. 

 

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

Muestra Fase Wt% 2 GoF 

 
CQ120 

Maghemita 1.21  
1.52 

 
1.23 Magnetita 97.2 

Wustita 0.63 

Goetita 0.98 

 
CQ160 

Maghemita 1.19  
1.26 

 
1.12 Goetita 0 

Magnetita 97.2 

Wustita 0.68 

CQ200 
  

Hematita 0  
1.20 

 
1.10 Maghemita 1.53 

Magnetita 69.3 

Wustita 1.26 

Magnesita 28.8 
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Figura 37.- Refinamientos Rietveld de las partículas amorfas CQ a (A) 120ºC, (B) 160ºC y (C) 200ºC. 

A B 

C 
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VII.2. Pruebas Biológicas 

El efecto biológico a nivel cardiovascular inducido por de las MNP se ha publicado 

anteriormente en el grupo de investigación a diferentes condiciones a las 

presentadas en el presente trabajo, diferente grado de cristalinidad y morfología. 

Condiciones que promovieron perfiles fisiológicos a nivel cardiovascular asociados 

con valores elevados de presión de perfusión (PP) y elevadas concentraciones de 

óxido nítrico (NO) [179]. Para identificar las propiedades que provocan este 

comportamiento se siguió el mismo protocolo para diferenciar los efectos de 

morfología, cristalinidad, tamaño, carga, magnetismo, composición de superficie y 

radio hidrodinámico y así identificar y relacionar la propiedad con el efecto fisiológico 

y el NO como mediador de este. 

Dado que cada corazón funge como su propio control, a cada uno se le administró 

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 contráctil 

(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 

administración de reactivación, se le da al corazón un intervalo de estabilidad de 20 

minutos para lograr una PP constante o de referencia y se siguió el protocolo 

descrito en la sección de metodología (Sección VI.3.2, Figura 23). 

Una vez transcurrido el tiempo de estabilización, se introdujeron las sustancias 

vasoactivas control a cada corazón; Después de eso, se da un período de efecto y 

lavado de 10 minutos para observar el efecto de las sustancias control; así como 

para cada administración en concentraciones crecientes de los tratamientos de 

MNP, con diez minutos  de efecto entre ellos. En el corazón, la ACh disminuyó la 

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

 

VII.2.1. Evaluación de las MNP en corazón aislado y perfundido de rata 

Las MNP produjeron un efecto contráctil a partir de la primera administración de las 

partículas amorfas CQ con la menor concentración en el rango de 1, 10, 100 y 1000 

µgmL-1 (Figura 39), manteniendo el efecto contráctil con un incremento sustancial 

en la PP, aproximadamente 130, 110 y 100 para las temperaturas de 120 ºC, 160ºC 

y 200ºC, respectivamente. Las partículas amorfas CQ bajo las tres condiciones de 

temperatura promovieron un incremento mayor de la PP, alrededor de 30 mmHg en 

la administración de 10 y 1000 µgmL-1 (Figura 39A). Este efecto puede deberse a 

la aglomeración que este tipo de MNP desnudas presentan, ya que al incrementar 

la concentración de las partículas con cada administración, pudieran aumentar de 

tamaño [180].   

Asimismo, se observó un incremento de tamaño en el corazón 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 corazón no presentó signos que indicaran 

un infarto (rompimiento de capilares), dado que las partículas amorfas CQ llegan a 

medir en el orden de 20 nm en partículas individuales y 800 nm (0.8 µm) de radio 

hidrodinámico cuando se aglomeran, podrían ser capaces de obstruir los vasos 

coronarios (alrededor de 100 a 260 µm de espesor) [100]. 
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Las partículas amorfas CQ a 160ºC tuvieron un comportamiento similar, llegando a 

un valor máximo del efecto contráctil sostenido hasta 110 mmHg con un tamaño de 

aglomerados de 30 nm. Sin embargo, se obtuvieron valores de alrededor de 25 

mmHg en la primera administración a 1 µgmL-1, a diferencia de las partículas 

amorfas CQ 120ºC que tuvieron un aumento similar a 10 µgmL-1 (Figura 39B). Las 

partículas amorfas CQ a 200ºC por otro lado, fueron las que presentaron el menor 

incremento en la PP (100 mmHg), con un tamaño similar a las CQ120ºC en 600 nm 

cuando están en solución, en partículas individuales, sin embargo, obtuvieron un 

valor de 16 nm en partículas individuales mediante TEM. Esto pudo permitir que las 

partículas no interaccionaran con la superficie celular [181]. 

Se requiere un estudio histológico para poder discernir si existe una bioacumulación 

o si las partículas 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 amnióticas humanas [182]. 

Tomando en cuenta las propiedades magnéticas de las MNP y su reducido tamaño, 

incluso menor a una micra cuando aglomeradas, se podría sugerir la formación de 

un complejo de iones de la solución de fisiológica [183], limitando al corazón de 

factores que intervienen en la vía de señalización de los factores de relajación como 

el óxido nítrico (NO) como el calcio (Ca2+) y la posterior elevación de la presión [184]. 

Los dos estados de oxidación fisiológicamente significativos del hierro son ferroso 

(Fe2+) y férrico (Fe3+). Numerosas proteínas y enzimas que permiten procesos 

biológicos vitales, incluido el transporte de oxígeno, la producción de energía, la 

síntesis de ADN, la replicación celular y el desarrollo, dependen del hierro como 

componente clave [185], [186]. La lixiviación producida de iones Fe2+ que se 

producen al estar presente el material en la solución [138] se podría estar 

interfiriendo con la liberación de NO generados como respuesta del corazón en 

presencia de las partículas amorfas CQ, que se ha reportado los compuestos de 

hierro como los iones solubles Fe2+ (presente en la hemoglobina) tienden a ser 

inhibidores en la señalización de NO [9].  
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A la par de los experimentos de Langendorff se realizaron las determinaciones de 

la producción de NO con las alícuotas del perfil de administración (Figura 40D, 40E 

y 40F), donde se observa un incremento significativo en la concentración producida 

de NO, la cual tiene un valor basal aproximado de 15 a 20µM (ACh) y 1 a 5 µM de 

corazón sin ACh. Aumentos de alrededor de 20µM referente al control de ACh, 

sugiriendo que las partículas CQ producen procesos de liberación de NO en el tejido 

del corazón, que puede indicar la estimulación de la isoforma responsable de la 

producción de NO inducible (iNOS) [10], o a través de un bloqueo de los receptores 

muscarínicos, los cuales presentan afinidad por la ACh y iones Fe2+ [187].  

Los iones que conforman la solución de Krebs parecen no poseer un impacto en la 

dispersión de las MNP [188], ya que de acuerdo a las cargas superficiales obtenidos 

en la sección anterior (Figura 29) las MNP presentan superficies cargadas 

negativamente (en su mayoría en polidispersión), lo cual podría 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 solución sin la presencia de un campo magnético polarizado 

linealmente de frecuencia única, específicamente para el calcio 156:5 T [190]. 

Una vez que las partículas se recubren con silicio, todos los efectos sostenidos de 

contractilidad desaparecen por completo (Figura 41A, 40B y 40C). Esto agrega un 

fundamento sólido más a la interacción del hierro lixiviado con la vía de señalización 

del NO, puesto que cuando se realiza una modificación del material en superficie, 

en este caso silicio, los efectos contráctiles del corazón se vuelven nulos, tanto en 

los datos estadísticos de los registros de la PP (Figura 42A, 41B y 41C) y la 

producción del NO (Figura 42D, 41E y 41F), por lo que se puede suponer que el 

tamaño de las partículas no es un factor y no están interaccionando mecánicamente 

o, al menos, no están actuando las vías mecánicas de los receptores muscarínicos 

de la sintetasa endotelial de NO [191]. 

 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN   

87 
 

 

Figura 39.- Diagramas representativos de los registros de las concentraciones crecientes de MNP amorfas CQ sin recubrir a (A)120ºC, (B) 160 ºC y (C) 200 ºC en 
corazones perfundidos de rata. 
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Figura 40.- Datos estadísticos obtenidos de los registros del sistema de corazón perfundido Langendorff y los valores de óxido nítrico para las MNP amorfas a las 
diferentes temperaturas (A)120ºC, (B) 160 ºC y (C) 200 ºC y (D)120ºC,  (E) 160 ºC y (F) 200 ºC. Se representa el análisis ANOVA de una vía vs el control como: *p 

< 0.05, **p < 0.01. 
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Figura 41.- Diagramas representativos de los registros de las concentraciones crecientes de MNP amorfas CQ recubiertas a (A)120ºC, (B) 160 ºC y (C) 200 ºC en 
corazones perfundidos de rata. 

A 

B 

C 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN   

90 
 

   

   

Figura 42.- Datos estadísticos obtenidos de los registros del sistema de corazón perfundido Langendorff y los valores de óxido nítrico para las MNP amorfas 
recubiertas a las diferentes temperaturas (A)120ºC, (B) 160 ºC y (C) 200 ºC y (D)120ºC, (E) 160 ºC y (F) 200 ºC. Se representa el análisis ANOVA de una vía vs el 
control como: *p < 0.05; **p < 0.01. 
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De forma similar, las barras magnéticas tuvieron efectos contráctiles sostenidos 

elevando la PP hasta valores de 102, 125, y 107 mmHg para las temperaturas de 

120, 160 y 200ºC, respectivamente.  

Este comportamiento análogo parece indicar que la lixiviación de iones es similar 

entre ambos materiales. Los efectos en los hilos magnéticos, sin embargo, no 

produjeron un aumento en la producción de los valores de NO, salvo en las 

concentraciones 1, 100 y 10 µgmL-1 para las temperaturas de 120, 160 y 200ºC, 

respectivamente. Para los hilos RQ120 se observa que el aumento en la 

concentración de NO se dio al finalizar la administración, lo que puede indicar que 

fue el paso de las nanopartículas y no su presencia lo que causó la producción de 

NO, pero vuelve a su basal terminado el periodo de lavado (Figura 44D). Para los 

hilos RQ160, los valores de NO aumentaron en 1 y 10 µgmL-1 pero, al igual que los 

hilos RQ120, están dentro del rango del control ACh (Figura 44E) junto con los hilos 

RQ200, los cuales mostraron un aumento en 10 µgmL-1 en el proceso de lavado 

(Figura 44F). Estos efectos pueden indicar que la morfología tiene un impacto en la 

internalización y lixiviación de los iones Fe2+ [192], [193].  

Una vez recubiertos los hilos magnéticos RQ, se obtuvieron resultados similares a 

los de las partículas amorfas CQ. Los efectos contráctiles 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 producción de NO por 

ninguna vía (Figura 46D y 46E), con el cambio en la producción 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 tenían un 

tamaño de 560 nm y una estabilidad de -18mV, parámetros similares a las partículas 

CQ200, lo cual pudo hacer que los hilos tuvieran un comportamiento similar a una 

aglomeración de partículas, alcanzando valores de 120 µM. 
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Figura 43.-  Diagramas representativos de los registros de las concentraciones crecientes de los hilos magnéticos RQ sin recubrir a (A)120ºC, (B) 160 ºC y (C) 
200 ºC en corazones perfundidos de rata. 
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Figura 44.- Datos estadísticos obtenidos de los registros del sistema de corazón perfundido Langendorff y los valores de óxido nítrico para los hilos magnéticos a 
las diferentes temperaturas (A) 120ºC, (B) 160 ºC y (C) 200 ºC y (D)120ºC, (E) 160 ºC y (F) 200 ºC. Se representa el análisis ANOVA de una vía vs el control como: 
*p < 0.05; **p < 0.01. 
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Figura 45.-  Diagramas representativos de los registros de las concentraciones crecientes de los hilos magnéticos RQ recubiertos a (A)120ºC, (B) 160 ºC y (C) 
200 ºC en corazones perfundidos de rata. 
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Figura 46.- Datos estadísticos obtenidos de los registros del sistema de corazón perfundido Langendorff y los valores de óxido nítrico para los hilos magnéticos 
recubiertos a las diferentes temperaturas (A)120ºC, (B) 160 ºC y (C) 200 ºC y (D)120ºC, (E) 160 ºC y (F) 200 ºC. Se representa el análisis ANOVA de una vía vs el 
control como: *p < 0.05; **p < 0.01. 
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VII.2.2. Evaluación 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 corazón (1, 10, 100, 1000 gmL-1), 

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 concentración 2M de Phe como control contráctil y al final 

de las administraciones un control relajante de 2M 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 contracción y relajación vascular 

respectivamente en el fisiógrafo de tejidos aislados. 

 

Al administrar las diferentes concentraciones de las nanoestructuras magnéticas sin 

el recubrimiento de silicio a los anillos de aorta, se observó un comportamiento 

similar al observado en el corazón. La tensión aumentó hasta un 50% del control 

contráctil (Phe), teniendo un comportamiento característico de horméis (respuesta 

biológica a dosis donde la respuesta aumenta, existe una zona de estabilización y 

una zona de daño) ante agentes externos de pruebas de toxicidad (Figura 48A y 

48D) [194] aumentando en los valores de 100 gmL-1 para la temperatura de 120ºC, 

mientras que en 200ºC el aumento de tensión ocurre en 10 gmL-1 (Figura 48B y 
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48C). Al finalizar las administraciones se añadió el control dilatador ACh para reducir 

la tensión del tejido y se observó una disminución del efecto relajante. 

 

  

A B 

  

C D 

Figura 48.- Registros representativos del fisiógrafo de anillos de aorta de las nanoestructuras amorfas A) 120ºC 
y C) 200ºC y sus valores estadísticos B) 120ºC y D) 200ºC sin recubrimiento. Se representa el análisis ANOVA 
de una vía 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 Stöber, el resultado es similar a lo observado en los corazones, donde 

tenemos una disminución de los valores de tensión hasta de un 25% del valor del 

control, la mitad del valor máximo observado para las estructuras amorfas 

magnéticas (Figura 49A y 49B). Mientras que para la temperatura de 200ºC el 

efecto fue casi nulo, obteniendo valores de 5 a 10 % con respecto al control contráctil 

(Phe) (Figura 49C y 49D). Esto puede deberse de igual manera a que el tamaño de 

las partículas no es un factor y no están interaccionando mecánicamente o, al 

menos, no están actuando las vías mecánicas de los receptores muscarínicos de la 

sintetasa endotelial de NO [191] mediante lixiviación, la cual se ve afectada por el 

recubrimiento de silicio al no estar expuesto el hierro a la solución fisiológica [195]. 
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Figura 49.- Registros representativos del fisiógrafo de anillos de aorta de las nanoestructuras amorfas A) 120ºC 
y C) 200ºC y sus valores estadísticos B) 120ºC y D) 200ºC con recubrimiento de silicio. Se representa el análisis 

ANOVA de una vía 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 

máximos similares de alrededor de 40 a 50% para la temperatura de 120ºC (Figura 

50A y 48B) por lo que, al igual que el corazón, la composición parece jugar un papel 

más importante que el del tamaño.  

Por otro lado, los hilos magnéticos a temperatura de 200ºC 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 morfología, ya que estas 
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estructuras a esta temperatura no mostraron la misma distribución que las otras 

temperaturas menores. 
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Figura 50.- Registros representativos del fisiógrafo de anillos de aorta de los hilos magnéticos A) 120ºC y C) 
200ºC y sus valores estadísticos B) 120ºC y D) 200ºC sin recubrimiento. Se representa el análisis ANOVA de 
una vía vs el control como: *p < 0.05; **p < 0.01. 

 

Cuando se aplicó el recubrimiento de silicio, las nanoestructuras de hilos 

magnéticos a temperatura de 120ºC tuvieron un comportamiento similar al 

observado a lo largo de los experimentos. El efecto de contracción sostenido 

desapareció casi por completo en los valores de 100 y 1000 gmL-1 (Figura 51A y 

51B) reforzando la premisa en que el factor más importante es la composición de 

hierro la que provoca los efectos contráctiles dentro del tejido aórtico.  
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Posteriormente, para la temperatura de 200ºC se observa una disminución del valor 

máximo en 1000 1000 gmL-1, pero aumentaron los valores de concentraciones 

menores (Figura 51C y 51D). 

Estos resultados son consistentes con lo observado en el corazón, donde los 

efectos de contracción sostenida presentados de los materiales magnéticos sin un 

recubrimiento, se ve mitigado o desaparece por completo cuando al recubrir con 

silicio. El análisis del recubrimiento total o parcial podría dar explicación a los 

resultados.  
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Figura 51.- Registros representativos del fisiógrafo de anillos de aorta de los hilos magnéticos A) 120ºC y C) 
200ºC y sus valores estadísticos B) 120ºC y D) 200ºC con recubrimiento. Se representa el análisis ANOVA de 

una vía vs el control como: *p < 0.05; **p < 0.01. 
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Al igual que en el corazón, se tomó un alícuota para determinar la concentración del 

óxido nítrico para reconocer las posibles vías de acción de los materiales. 

A diferencia de los corazones, únicamente se tomaron alícuotas al principio y al final 

de las administraciones de las estructuras magnéticas, ya que no es un flujo 

constante como en el corazón aislado, sino que es un volumen definido y no se 

toman alícuotas para evitar dejar el tejido expuesto al aire. 

En los análisis de NO, se observa un aumento en los valores de concentración en 

respuesta a la elevada contractilidad provocada por las nanoestructuras magnéticas 

(Figura 52A y 51B). Sin embargo, los niveles de contracción se elevan a 

concentraciones similares a los valores de ACh presentes en el corazón (Figura 52) 

mantienen sin cambios durante todo el experimento, por lo que se puede proponer 

que la producción 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 vía de señalización 

del NO, posiblemente por lixiviación. 

 

  

A B 

Figura 52.- Valores de óxido nítrico del sistema de anillos aislados de aorta los para los hilos magnéticos 
recubiertos a las diferentes temperaturas (A)120ºC, (B) 200 ºC. Se representa el análisis ANOVA de una vía vs 
el control como: *p < 0.05; **p < 0.01. 

 

Los valores del aumento sostenido de la contractilidad tanto para corazón como 

para aorta indican que hay una interacción de los materiales con el tejido vascular 

que impide que este vuelva a relajarse de nuevo como se observó en los resultados 
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de óxido nítrico donde estos aumentan sin un efecto visible de relajación para 

ambos tejidos corazón tanto como para aorta un análisis más profundo dentro de 

las vías de señalización de la producción 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 análisis de similitudes de PCA. 

 

Propuesta de los efectos observados 

Las MNP presentan efectos adversos severos sobre el tejido cardiaco del corazón 

debido, como primera conjetura, basada en el cambio de presión y forma del tejido, 

a su tamaño y relativa facilidad de atraer a los iones presentes en la solución, que 

pueden fácilmente entrar en contacto con los receptores muscarínicos y afectar la 

señalización del NO, provocando así los efectos de la contracción observados en la 

ACh con las nanoestructuras sin recubrir (Figura 53A y 53B) ya que los iones de 

hierro solubles en agua Fe2+ 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 producción de 

NO mas no sus efectos en los ensayos tanto de corazón 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 podría suponer que están produciendo 

lixiviación de iones solubles en agua Fe2+ disminuido por el silicio, pero al ser 

nanoestructurados, interfieren también, aunque de forma más débil, con el NO como 

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

Figura 53.- Posibles efectos de las estructuras amorfas CQ A) sin recubrir y C) recubiertas, así como los hilos magnéticos RQ B) sin recubrir B) y D) recubiertas en 
el tejido vascular. 
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VII.3. Modelo estadístico de análisis de componentes principales (PCA) 

Una vez obtenidos los valores de cristalinidad, morfología, tamaño (individual y radio 

hidrodinámico), carga, recubrimiento y sus efectos en el tejido, valores del PP, 

concentración de NO y tensión en anillos aórticos (Tabla 5) se procedió a introducir 

los valores en el código diseñado en el software R para el análisis de contribuciones 

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

 

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

MNP TAMAÑO 
(nm) 

RADIO 
HIDRODI-
NÁMICO 
(nm) 

CARGA 
SUPERFI-
CIAL (mV) 

PRESIÓN 
DE 
PERFUSIÓN 
(mmHg) 

TENSIÓN 
(gr) 

CONCENTRA-
CIÓN DE NO 
(µM)  

RECUBRI-
MIENTO 

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 37.5 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 24.26912 45.33 Si 

 

El análisis 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 análisis de las contribuciones de las variables, es decir, 

cristalinidad, morfología, tamaño, carga y recubrimiento. 

En la primer grafica de individuos (Figura 54) podemos observar la similitud entre 

el comportamiento de los individuos, entre más cercanos se encuentren entre ellos, 

el comportamiento que presentaron de las variables fue parecido, representado por 

el código de semáforo (cos2). En la gráfica podemos observar que los materiales 

recubiertos se encuentran agrupados en un espacio en común, 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 más disperso 
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ninguno de los materiales sin recubrir presentó un comportamiento similar a otro, 

siendo el más alejado los hilos magnéticos RQ120, lo cual indica que aun siendo de 

la misma composición y método de síntesis ningún nanomaterial (al menos los 

presentados aquí) pueden tomarse como algo ya conocido. 

 

 

Figura 54.- Diagrama de PCA de distribución de individuos (materiales magnéticos) y su similitud entre ellos. 

 

Al realizar el análisis de las variables y su contribución se obtuvo la Figura 55, donde 

se crean vectores con el análisis de varianza de cada uno de las variables y sus 

interacciones entre ellas para formar un vector de contribución, representado por la 

flecha del vector y el semáforo de contribución, rojo siendo el más representativo. 

El circulo representa el todo de las contribuciones (con valor de 1), es decir, entre 

más cercano se encuentre un valor del círculo. Se observa que la PP fue la más 

representativa para el análisis entre propiedad-efecto, seguido de la concentración 
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de NO y la gráfica arroja también que la variable a considerar que produjo los efectos 

observados fue el tamaño de las partículas o hilos individuales obtenido mediante 

TEM, mientras que el tamaño obtenido mediante DLS (radio hidrodinámico) fue el 

menos relevante. Esto indica que, para los materiales nanoestructurados 

estudiados en este proyecto, el tamaño es el factor crucial que considerar al 

momento de diseñar materiales con una aplicación dentro del sistema vascular, 

seguido por la composición o modificación en la superficie, el recubrimiento, en este 

caso de silicio representada con la leyenda “Tipo” dentro de la Figura 55.  

 

 

Figura 55.- Diagrama de PCA de contribución de variables (materiales) y su similitud entre ellos. 

 

Estos diagramas de contribución de variables y comportamiento de individuos 

pueden graficarse para ver la distribución de quienes fueron los individuos que 
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aportaron a que las variables aportaran considerablemente a los resultados finales 

(Figura 56). 

 

Figura 56.- Diagrama completo PCA de distribución de individuos (materiales) y sus variables. 

 

Este diagrama denominado biplot muestra la distribución de los individuos 

(materiales magnéticos) y su relación con la contribución de las variables 

observadas. Como se puede apreciar la liberación de NO está ligada con los 

materiales recubiertos, así como el tamaño y el recubrimiento, lo cual puede 

deberse a que estos materiales no generaban una producción elevada ni un efecto 

contráctil dentro del tejido por la protección contra la lixiviación. Mientras que los 

materiales sin recubrir, especialmente las estructuras amorfas CQ120, CQ160 y los 

hilos magnéticos RQ200 fueron los responsables de generar una mayor 

contribución al aumento de la PP. Así como las estructuras amorfas CQ120 e hilos 
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magnéticos RQ120 ambos a 120ºC de condición de calcinado, mostraron una mayor 

contribución a la carga y tensión dentro de la estructura. 

El radio hidrodinámico no tuvo un impacto significativo dentro de los efectos 

presentados, debido probablemente a que no existe interacción magnética con los 

iones presentes en la solución, por lo que el radio hidrodinámico a pesar de ser 

grande, no es lo suficientemente intenso para hacer que se muevan en la solución 

[197], [198]. 
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Conclusiones 

Los nanomateriales poseen diferentes propiedades que les confieren múltiples 

aplicaciones que pueden revolucionar y/o cambiar el alcance de tecnologías 

actuales, sobre todo en el campo de la medicina. Pero, el uso de nuevas tecnologías 

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 aplicación para tener un cuadro de integración 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 morfología, pues la diferencia entre partículas 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 

morfología en la concentración de NO. Las partículas amorfas elevaron la 

concentración de NO hasta valores de 100 M en todas sus concentraciones; 

mientras que los hilos magnéticos no provocaron un aumento de la concentración 

basal (10M). Los hilos magnéticos, al no tener un área de contacto tan alta con las 

células debido a su composición parecida a una red, parecen no interactuar de 

forma tan marcada como las partículas. Las desventajas de las MNP, su nivel de 

lixiviación y su aglomeración atribuida a su magnetismo se vio reducida con el 

recubrimiento de silicio, que cae al menos en dos órdenes de magnitud, lo que los 

convierte en una opción plausible para usar dentro del cuerpo, como lo muestra la 

bibliografía. 

La morfología, el tamaño y la composición 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 óxidos de hierro para posibles aplicaciones biomédicas. Futuras investigaciones 

son necesarias para discernir las rutas específicas de los materiales, su 

internalización, señalización y efecto global que las partículas tienen en el sistema 

vascular y, eventualmente, los demás sistemas. 
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Perspectivas a futuro 

1. Realizar histologías para comprender en su totalidad la bioacumulación de 

los materiales. 

2. Análisis de expresión génica de las diferentes vías de producción de NO 

(eNOS, iNOS, nNOS) para dilucidar los efectos mecánicos, inhibidores 

competitivos o respuesta del sistema vascular. 

3. Modificar superficialmente los materiales y separarlos mediante surfactantes 

para apreciar la interacción partícula-tejido individual. 

4. Simular in silico con la información obtenida la posible interacción e 

internalización de las partículas amorfas e hilos. 

5. Cambiar la composición de los materiales magnéticos para observar el efecto 

de diferentes composiciones magnéticas. 
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VIII. Apéndices 

A.1. Solución fisiológica para la técnica de Langendorff 

La preparación de la solución para la perfusión de corazón Langendorff se realiza 

en dos pasos como sigue: 

A.1.1 Solución madre (stock 10x) (Tabla A 1). 

Tabla A 1.- Solución stock de la solución fisiológica. Almacenar a 4°C. 

Sustancia Gramos por cada litro 

a preparar 

Concentración Final 

(mM) 

NaCl 68.84 117.9 

KCl 4.47 6.0 

CaCl2 1.94 1.7 

NaH2PO4 1.44 1.2 

MgSO4 1.44 1.2 

 

A.1.2 Se toman 100ml de la solución stock por cada 1Lt de solución 

fisiológica de Krebs que se deseé preparar (Tabla A 2). 

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

Sustancia Gramos por cada litro 

a preparar 

Concentración Final 

(mM) 

NaHCO3 2.03 g 24.2 

Dextrosa 0.90 g 5.0 

Piruvato 0.55 g 5.0 

Solución Stock 100 mL - 

 

Un volumen adecuado a solución de Krebs se neutraliza a pH neutro (7.4) mediante 

un constante burbujeo de Carbógeno (95% O2 y 5% CO2) 15 minutos previos al 

experimento. 

Esta solución se debe utilizar para realizar toda manipulación del corazón a 4°C 

fuera del equipo para preservarlo. 
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A.2. Solución fisiológica para la preparación de los anillos aislados 

La preparación de la solución para la técnica de anillos aislados se realiza en un 

pasos como sigue: 

A.2.1 Solución 1x modificada de Krebs Tabla A 3: 

Tabla A 3.- Solución fisiológica para anillos aórticos. Esta solución se almacena a 4°C. 

La solución resultante debe ser neutralizada 7.4 pH y almacenada a 4°C. 

Reactivo Peso 

molecular 

(g/mol)  

Concentración 

stock (M) 

1 L Concentración 

final (mM) 

Cloruro de 

Sodio (NaCl)  

58.44 2 59 118 

Cloruro de 

Potasio 

(KCl)  

74.55 2 2.35 4.7  

Sulfato de 

Magnesio 

(MgSO4) 

120.37 0.25 4.68 1.17   

Fosfato 

Monobásico 

de Potasio 

(KH2PO4) 

136.09 0.12 10 1.2 

Cloruro de 

Calcio 

(CaCl2)  

110.98 0.5 3.6 1.8 

   
mg por 

preparar 

 

Dextrosa  180  NA 1.8016 10.01 

HEPES  

(C8H18N2O4S) 

119.98  NA 4.766 20 
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A.3. Técnica de perfusión de corazón de Langendorff 

El sistema de tejidos aislados es un método confiable y tradicional para investigar 

la fisiología y farmacología de los vasos sanguíneos, las vías respiratorias y los 

intestinos. Los transductores adecuados pueden producir estímulos que 

proporcionan diversas señales. Es posible evaluara contractilidad (medición 

isotónica) si se mantiene la longitud del tejido invariable, registrando la presión 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 fisiológicas y 

patológicas de órganos y tejidos. El modelo de corazón aislado de Langendorff es 

uno de estos modelos orgánicos que pueden mantener sus procesos fisiológicos 

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 corazón pasa una 

solución fisiológica, manteniendo las funciones fisiológicas de oxigenación, 

temperatura y pH [155]. 
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A.4. Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) y Transmisión (TEM) 

Similar a un microscopio óptico, el microscopio electrónico de barrido (SEM) usa un 

haz de electrones en lugar de luz visible ampliando pequeñas características y 

detalles más finos de los materiales en un grado mucho mayor en comparación con 

la luz visible, que de otra manera serían imperceptibles. Las imágenes se obtienen 

haciendo pasar el haz de electrones de alta energía escaneando” la superficie del 

material, de ahí su nombre microscopio electrónico de barrido (scanning). 

 

Figura A 1.- Similitudes en el diseño del microscopio óptico, microscopio de barrido y de transmisión [200]. 

 

Los electrones proyectados hacia un material pueden tener diferentes resultados: 

ser "reflejados" (retrodispersados) o proporcionar energía colisionando con 

electrones presentes en el material para ser liberados como electrones secundarios 

(Figura A 2). Estos electrones brindan otras formas de obtener información de las 

micrografías de electrones. Los electrones “primarios” son enfocados a un 

portamuestra de diámetro pequeño que se explora a través del material, gracias al 

hecho de que los campos electrostáticos o magnéticos se pueden aplicar al haz de 

electrones en ángulo recto para cambiar su dirección de desplazamiento. La 

muestra puede tener una superficie cuadrada (llamado también entramado) y 

reproducir una imagen de esta área mediante el registro y recolección de los datos 

que proveen los electrones secundarios al “barrer” cada punto de la muestra y 

escanear simultáneamente en dos direcciones perpendiculares. 
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Los microscopios, ópticos y electrónicos suelen tener una resolución limitada 

(escala más pequeña 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 electrónicos fueron desarrollados. Al querer observar objetos más 

pequeños, se requería aumentar la resolución con la luz visible (400-700 nm), y los 

lentes de vidrio pulido lograron observar objetos menores a 400 nm, pero una vez 

más, se requería una fuente luminosa más pequeña, los electrones (Figura A 1). 

 

 

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

 

La producción de un amplio espectro de señales de muestra es una de las ventajas 

del uso de radiación ionizante (Figura A 2). El TEM tiene algunos inconvenientes, 

incluido el costo, la preparación de muestras biológicas y magnéticas, así como 

cualquier técnica de imagen de alta resolución requiere ver únicamente una 

pequeña parte de la muestra en cualquier momento y las capacidades de muestreo 

del instrumento, las cuales disminuyen con la resolución [201]. 
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A.4.1 Imágenes generadas con electrones secundarios (SE) 

El método de imagen más 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 

átomos dentro de la muestra misma, como sugiere su nombre. Sólo los SE que se 

producen extremadamente cerca de la superficie de la muestra escaparán 

(generalmente desde profundidades inferiores a 20 nm), ya que estos electrones 

suelen tener una energía relativamente baja (50 eV). Dado que los SE tienen un 

origen poco profundo, las imágenes de SE son un método muy sensible a la 

superficie con una alta resolución (hasta alrededor de 1 nm en SEM de emisión de 

campo) [159]. 

 

A.4.2 Imágenes 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 números atómicos más altos aparecerán más brillantes en la imagen 

porque la fracción de electrones primarios que dispersan fuera de la muestra 

depende de su número atómico. Para ver los cambios en la composición de la 

muestra, la imagen BSE también se conoce como imagen de contraste de número 

atómico (z). El número atómico del material (un z más alto ofrece una mejor 

resolución) y la energía del haz de electrones principal (un voltaje de aceleración 

más bajo brinda una mejor resolución, pero a menudo una señal más pobre) afectan 

la resolución espacial de las imágenes de BSE. Por lo general, la resolución varía 

desde unos pocos micrómetros hasta tan solo 10 nm. Dado que los cambios en la 

topografía también pueden influir en la señal de BSE, se pueden configurar 

numerosos detectores de BSE para proporcionar imágenes topográficas. Sin 

embargo, las muestras deben ser planas e, idealmente, pulidas para obtener 

imágenes de contraste z óptimas [159], [202]. 
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A.5. Potencial Zeta 

Cuando dos fases, fase I y fase II, de distinta naturaleza entran en contacto, surge 

como resultado una diferencia de potencial entre las dos y, si la naturaleza de las 

fases varía, suponiendo una de las fases un líquido polar (agua) sus moléculas en 

dipolos se orientarán en una dirección específica en la interfaz cargada. De este 

modo, dependiendo de la naturaleza de la muestra y el solvente que la contenga, 

iones, dipolos o grupos iónicos presentes en la combinación 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 electrostático depende de la carga de las fases presentes, si la fase 

I tiene una carga positiva, el potencial será positivo en relación con el límite de la 

fase II; sin embargo, si la fase II es presenta iones disueltos en su composición, el 

potencial electrostático se volverá negativo al cambiar de la fase I hacia la fase II y, 

por el contrario, a medida que se aleja de la fase I el potencial se reducirá a un valor  

“invariable” de carga en el interior del líquido lejos de la interface (Figura A 3). A 

esta diferencia de potencial "constante" presente en la mayoría de la suspensión 

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

 

 

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

 

Este potencial es conocido como potencial ζ y es utilizado para calcular el 

comportamiento de los materiales en suspensión de los sistemas coloidales y su 

estabilidad en el medio (sedimentación) [203].Muchas de las características 

cruciales de los sistemas coloidales de partículas están relacionadas con la carga 

eléctrica (o potencial ). Esta carga y distribución potencial determina la adsorción de 
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iones y moléculas dipolares e indica la energía de interacción que existe entre las 

moléculas que conforman cada fase, que es responsable de la estabilidad de las 

partículas frente a la coagulación y de muchos aspectos del comportamiento del 

flujo de la suspensión 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 útil para determinar los límites de fase y 

su fuerza de orientación 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 magnetómetro. 

 

Debido a los cambios en su magnetismo, la muestra se mueve de su posición 

mientras se calienta o enfría durante la transición de fase [204]. La corriente 

aplicada cambia el campo magnético ocasionando que el péndulo regrese a su 

posición inicial. Esta respuesta al campo magnético puede ser calculada como 

sigue: 

 

𝜒 = (
𝐾

𝑚
) ⋅ 𝐼2 

 

1 
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En la ecuación, 𝜒 representa la susceptibilidad magnética, K representa una 

constante de susceptibilidad, específica de cada material, m es la masa del material 

y la corriente de compensación es representada por I. 
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A.7. Difracción de Rayos X (XRD) 

La radiación se dispersa como consecuencia de la colocación de centros a 

intervalos regulares que son equivalentes en distancia y tienen un área que es igual 

a la longitud de onda de incidencia de la radiación entrante. El resultado es la 

difracción. Esto puede causar niveles menores de difracción porque las longitudes 

en el eje de algunos rayos X son aproximadamente equivalentes a la separación 

entre planos atómicos en formaciones de cristales sólidos. 

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 atómico, los rayos X se dispersan 

en todas las direcciones. Sin embargo, los rayos X que se encuentran en planos 

cristalográficos particulares en ángulos precisos constituyen una interferencia 

constructiva más que destructiva, que cancela la mayoría de la radiación dispersada 

por un átomo. Difracción es el nombre que se le da a este fenómeno (Figura A 5). 

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

 

 

Figura A 5.- Representación de la difracción de los rayos X dentro de una estructura cristalina. 

 

La ecuación de Bragg entonces queda definida como sigue: 

 

 

θ θ 

2θ 

A 

B 

C 

d 

A

B 

C 
θ θ d 

𝐴𝐵̅̅ ̅̅ = 𝐵𝐶̅̅ ̅̅ = 𝑑𝑠𝑒𝑛𝜃 

Entonces: 

𝑛 = 2𝑑𝑠𝑒𝑛𝜃 

2 
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En esta ecuación, d representa la distancia interplanar,  el ángulo de dispersión, 

conocido como ángulo de Bragg, la radiación X producida por el cobre se representa 

por  de y el orden de difracción indicado por n. La ecuación muestra cómo los 

cambios angulares de la radiación X difractada se relacionan con la longitud de onda 

 incidente y el espaciado de los planos interplanares d presentes en la estructura 

cristalina. La ley de Bragg se puede tomar como una condición necesaria, mas no 

suficiente, para que la difracción se presente. Define las condiciones de difracción 

unicamente para celdas unitarias primitivas, conocidas como redes de Bravais [205]. 

 

A.7.1 Método de Scherrer 

La difracción de rayos X debido al efecto del tamaño cristalino y al efecto de 

deformación intrínseca, el pico se ensancha en los nanocristales, y este 

ensanchamiento del pico generalmente consta de dos partes: ensanchamiento 

instrumental y ensanchamiento físico. La siguiente relación se puede utilizar para 

corregir esta ampliación instrumental: 

𝛽𝑑
2 = 𝛽𝑚

2 − 𝛽𝑖
2 

Donde βm es el ensanchamiento medido, βi es el ensanchamiento instrumental y βd 

es el ensanchamiento corregido. En este caso, el silicio cristalino se ha utilizado 

como material de referencia estándar para la calibración de posición y el cálculo de 

ampliación instrumental. El ensanchamiento instrumental y el ensanchamiento físico 

de la muestra se midieron como ancho total a la mitad del máximo (FWHM). Usando 

el ensanchamiento físico corregido, podemos calcular el tamaño promedio de 

partícula con la ayuda de la ecuación de Scherrer: 

𝐷 =
0.9𝜆

𝛽𝑑

1

cos 𝜃
 

 

A.7.2 Método de Williamson-Hall 

La fórmula de Scherrer solo toma en cuenta el impacto del tamaño 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 tensión intrínseca que se desarrolla en los nanocristales como 

resultado de defectos puntuales, límites de grano, fallas de unión 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 deformación. Estos métodos pueden utilizarse para calcular la 

deformación intrínseca y el tamaño de la partícula. El método Williamson-Hall (W-

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

Según el cual, el tamaño y la microdeformación de los nanocristales causan el 

ensanchamiento de la línea física de las reflexiones de difracción de rayos X, y el 

ensanchamiento total se puede escribir como: 

 

𝛽𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝛽𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 + 𝛽𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖ó𝑛 

 

El modelo de deformación uniforme (UDM) considera una deformación uniforme en 

toda la dirección cristalográfica, que se introduce en los nanocristales debido a 

imperfecciones del cristal. En otras palabras, la UDM considera la deformación, que 

es de naturaleza isotrópica [22]. Esta tensión intrínseca en realidad afecta la 

ampliación física del perfil XRD y esta ampliación del pico inducida por la tensión se 

puede expresar como: 

(𝛽ℎ 𝑘 𝑙 =
𝐾𝜆

𝐷 cos 𝜃
+ 4𝜀 tan 𝜃) 

 

A.7.3 Análisis Rietveld 

La difracción de rayos X se utiliza en la caracterización estructural de materiales 

cristalinos porque permite la determinación de la estructura cristalina del material, 

así 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 desarrolló para analizar patrones de difracción de neutrones, pero 

con el tiempo también se ha utilizado para analizar patrones de difracción de rayos-

X con resultados excepcionalmente buenos. Parámetros de red, posiciones 

atómicas, tamaño de cristal, micro deformaciones y cuantificación de fases 
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cristalinas en la muestra a pesar de la superposición de picos de difracción se 

pueden obtener con mayor precisión con este potente método. 

Este método implica ajustar un modelo teórico an un patrón experimental de 

difracción de rayos-x utilizando el método de mínimos cuadrados hasta encontrar el 

mejor ajuste entre ambos. El patrón de difracción calculado se basa en un modelo 

que incluye elementos estructurales (grupos espaciales, átomos en una unidad 

asimétrica, factores térmicos, etc.), microestructurales (concentración, tamaños de 

cristales, micro deformaciones) e instrumentales. La función que se reduce por 

mínimos cuadrados se denomina residuo, cuyo nombre es Sy y se calcula utilizando 

la fórmula siguiente: 

𝑆𝑦 = ∑ 𝑊𝑖(𝑦𝑖(𝑜𝑏𝑠) − 𝑦𝑖(𝑐𝑎𝑙𝑐))
3

𝑖

 

En esta función, yi(obs) y yi(calc) son las intensidades experimentales y calculadas en 

el punto i del patrón de difracción, respectivamente, Wi es el peso respectivo dado 

a estas intensidades mientras que la sumatoria es sobre todos los puntos del 

patrón de difracción. 

El refinamiento Rietveld requiere una descripción precisa de la forma de los picos 

de difracción. La forma de los picos en un patrón de difracción varía como una 

función de 2θ entre la muestra (tamaño del cristal, micro deformaciones, defectos, 

etc.) y el instrumento (fuente de radiación, geometría utilizada, tamaño de las 

rejillas). 
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A.8. Código de análisis PCA. Software R y Rstudio 

 1.  res.pca <- prcomp(data, scale = TRUE) 
 2.  res.pca 
 3.    
 4.  fviz_eig(res.pca) 
 5.  fviz_pca_ind(res.pca, 
 6.               col.ind = "cos2",  
 7.               gradient.cols = c("#00AFBB", "#E7B800", "#FC4E07"), 
 8.               repel = TRUE      
 9.  ) 
10.   
11. fviz_pca_var(res.pca, 
12.              col.var = "contrib",  
13.              gradient.cols = c("#00AFBB", "#E7B800", "#FC4E07"), 
14.              repel = TRUE      
15. ) 
16.   
17. fviz_pca_biplot(res.pca, repel = TRUE, 
18.                 col.var = "#2E9FDF",  
19.                 col.ind = "#696969"   
20. ) 
21.   
22. groups <- as.factor(data$Tipo) 
23. groups 
24. fviz_pca_ind(res.pca, 
25.              col.ind = groups,  
26.              scale_fill_manual(values=palette), 
27.              addEllipses = TRUE,  
28.              ellipse.type = "confidence", 
29.              legend.title = "Groups", 
30.              repel = TRUE 
31.  
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