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RESUMEN

Las nanoparticulas ferromagnéticas, como las nanoparticulas de magnetita (MNP)
y las nanoparticulas magnéticas recubiertas de silicio (CSMNP), han sido objeto de
interés en el campo de la medicina por su aplicacién en tratamiento, diagndstico e
imagen gracias a sus propiedades magnéticas que les confieren capacidad de
navegar remotamente a una direccion especifica dentro del ser humano y
especificamente en las estructuras que lo conforman, entre muchos otros. Sin
embargo, la mayoria de los ensayos informados para evaluar su toxicidad hacen
uso sistemas in vitro como cultivos celulares primarios, pocos. estudios reportan
como las MNP interaccionan en sistemas mas complejos que permitan evidenciar
sus efectos integrales, asi como su impacto adverso o benéfico. Un ejemplo de ello
es el sistema cardiovascular, quien representa un punto de interaccion, contacto y
distribucion de materiales en direccion a todos los sistemas y organos del ser
humano. Para evaluar el impacto directo de estas particulas en las estructuras
cardiovasculares, se utilizé la técnica de perfusion de corazén aislado de rata o
preparacion de Langendorff. Las MNP se sintetizaron utilizando un método de
coprecipitacion quimica asistida por sonoquimica modificada con condiciones
basicas de pH y posteriormente recubiertas con silice utilizando el método Stdber
para producir las nanoparticulas magnéticas CSMNP. Los resultados muestran que
concentraciones relativamente bajas de MNP (0.001, 0.01, 0.1, 1 mgmL-*) modifican
la fisiologia del corazon aislado y perfundido de la rata, al incrementar
significativamente la presion de perfusion, que se considera un indice del tono
vascular (proceso de contraccion y relajacion), desde la primera aplicacion de la
concentracion mas baja, que produjo una contraccidn sostenida, seguida de un
bloqueo del efecto clasico de relajacion inducido por la acetilcolina (ACh) y
alteracion en la produccién del mediador de relajacion vascular, el 6xido nitrico (NO)
debido a la lixiviaciéon presentada en el material, liberando iones solubles de Fe?*y
especies de oxidos en el ambiente. La aplicacion de las concentraciones crecientes

de CSMNP fueron semejantes a los inducidos por MNP, pero en menor magnitud



gracias a la cubierta parcial de las particulas que impidio la lixiviacion de algunas
de estas especies.

Palabras clave: Magnetita; Core-Shell; Tono Vascular Coronario; Contractilidad
Miocardica; Oxido Nitrico



ABSTRACT

Ferromagnetic nanoparticles, such as magnetite nanoparticles (MNP) and silicon-
coated magnetic nanoparticles (CSMNP), have been the subject of interest in the
field of medicine for their application in treatment, diagnosis and imaging thanks to
their magnetic properties, which give them the ability to remotely navigate to a
specific direction within the human being and specifically in the structures that form
it, among many others. Nevertheless, most of the assays to evaluate their toxicity
use in vitro systems such as primary cell cultures, few studies report how the MNP
interact in more complex systems that allow evidence of their whole effects, either
adverse or beneficial. An example of this is the cardiovascular system, which
represents a point of interaction, contact and distribution-of materials in the direction
of all human systems and organs. In order to evaluate the direct impact of these
particles on cardiovascular structures, the isolated rat heart perfusion technique or
Langendorff preparation was used. The MNP were synthesized using a modified
sonochemical-assisted chemical co-precipitation method with basic pH conditions
and subsequently coated with silica using the Stéber method to produce the CSMNP
magnetic nanoparticles. The results show that relatively low concentrations of MNP
(0.001, 0.01, 0.1, 1 mgmL) modify the physiology of the isolated and perfused rat
heart, by significantly increasing the perfusion pressure, which is considered an
index of vascular tone (contraction and relaxation process), from the first application
of the lowest concentration, which produced a sustained contraction, followed by a
blockage of the classical relaxation effect induced by acetylcholine (ACh) and
alteration in the production of the vascular relaxation mediator, nitric oxide (NO) due
to the leaching presented in the material, releasing Fe?* soluble ions and oxide
species in the environment. The application of increasing concentrations of CSMNP
were similar to those induced by MNP, but to a lesser extent thanks to the partial

cover of the particles that prevented the leaching of some of these species
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. Introduccién

La nanotecnologia es responsable de desarrollar nuevos nanomateriales y
nanoestructuras con propiedades fisicoquimicas novedosas y Unicas atribuibles a
su tamafio (1 a 100 nm), la cual ha crecido de forma acelerada en los ultimos veinte
afos debido a las multiples aplicaciones que se pueden llevar a cabo gracias sus
novedosas propiedades [1], [2]. Sin embargo, el acelerado acenso de la
nanotecnologia y los grandes beneficios que puede traer junto con ella han opacado
a los impactos toxicoldgicos que son capaces de presentar cuando las cantidades

de estas nanoparticulas se den en niveles industriales [3].

En la actualidad, diferentes tipos de materiales nanoestructurados (como
nanoparticulas y nanotubos) tienen diversas aplicaciones en sectores de la vida
cotidiana y el sector industrial (Figura 1), aportando grandes ventajas en ambitos
tan diversos que abarcan desde la ingenieria hasta la medicina[4], [5], aunque no
existen muchas compafias que introduzcan la nanotecnologia a sus procesos de
produccion, esta podria reemplazar materiales existentes para disminuir costos o

tiempo de fabricacion, o crear maquinaria de ultra precision [6].

Tabla 1.- Numero de productos de acuerdo con el inventario de productos nanotecnolégicos (CPI) [7].

Afio  Productos Totales Productos Afiadidos  Productos Almacenados

2005 54 54 0
2006 356 302 0
2007 580 278 0
2008 803 223 0
2009 1015 202 107
2010 1015 0 0
2011 1015 0 0
2012 1438 426 0
2013 1628 190 288
2014 1814 238 223
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Si la nanotecnologia sigue creciendo a este ritmo (Tabla 1), en un futuro las
compafiias produciran grandes cantidades de nanoestructuras y, por consiguiente,
nanodesechos, que, asi como cualquier reactivo debe de tener regulaciones
respecto al correcto uso dentro del &rea de trabajo y el manejo de estos desechos
gue se generen al utilizar el producto nanoestructurado. Las nanoparticulas tienen
grandes aplicaciones en diversas areas del diagndstico y tratamiento médico y

terapéutico[8].

Circuitos Electrénicos

Miniaturizacion

Progresiva Circuitos Fotdnicos

Telescopios de alto
rendimiento

Nano Robots Surgery
Nanotecnologia —
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Figura 1.- Diferentes ramas que la Nanotecnologia puede adoptar en la industria [6].

Uno de los materiales para elaborar nanoparticulas es la plata (AgNP) dados sus
efectos antimicrobianos. Estas particulas son uno de los nanomateriales utilizados
con mayor frecuencia en los productos bactericidas para desinfeccion de productos
de consumo humano. Adicionalmente, se han elaborado AgNP para el tratamiento
contra el cancer [9], por lo que se estan realizando analisis toxicolégicos para
evaluar su impacto en el sistema circulatorio [10]. Asi como la plata, existen también
multiples nanomateriales con propiedades de interés para una mejor liberacion y
direccion selectiva de farmacos, como la magnetita [11], utilizada en diversas
investigaciones destinadas para estudiar su impacto y consecuente aplicacion en el
tratamiento para atacar enfermedades, como el cancer [12], por lo tanto, se necesita

una comprension exhaustiva de su toxicidad [13].
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En el 1992, diferentes agencias de control de quimicos alrededor del mundo se
dieron a la tarea de implementar regulaciones o leyes para el correcto uso y
disposicion de productos quimicos, pero esto dio como resultado una discrepancia
entre los datos de seguridad de una misma sustancia quimica en diferentes paises,
debido a los cambios de temperatura y presion debido al clima y altitud, lo cual
resulté en dificultades respecto a cédmo se llevarian a cabo distintas actividades
como la clasificacién de los riesgos de las sustancias quimicas y su comercio a nivel
mundial [14]. Es aqui donde la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU) llevo a
cabo la implementacién de un Sistema Globalmente Armonizado. (GHS por sus
siglas en inglés) [15], el cual estandarizO la comunicacion de riesgos
internacionalmente en el afio 2000. Actualmente, existen diversas agencias
alrededor del mundo que se dedican a regular estos mecanismos, como es el caso
de la legislacion de registro, evaluacion, autorizacion y restriccion de sustancias
guimicas o REACH, por su abreviacién en‘inglés, que radica principalmente en la
Union Europea y se encarga de evaluar los riesgos que pueden ocasionar los
guimicos y posee un apartado sobre nanomateriales; sin embargo, no existen aun
medidas de seguridad dado -que-solo existen regulaciones generales por la
morfologia de las particulas y lo asocian a las evaluaciones de seguridad quimica
general [16], [17]. La definicion dentro de esta norma de la clasificacion de
compuestos nanoestructurados, o los riesgos que se presentan al utilizarlos esta
bajo construccion desde el 2013, y la gran variedad de materiales

nanoestructurados a evaluar es inmensa[18].

En México existen ciertas regulaciones que estan relacionadas con los puntos
discutidos en el GHS [19], [20], que plantean los estandares para la identificacion y
comunicacion de peligros y riesgos por sustancias quimicas peligrosas, proveen los
parametros para el manejo y seguridad de las personas involucradas en la
manipulacion de estas sustancias en un ambiente laboral. Pero al igual que en la
legislacion europea, aun no existen protocolos para el correcto uso de las

nanoparticulas o sus riesgos al manipularlas.
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La magnetita (Fe**Fe®,04) y la maghemita (y-Fe3:03), conformados
principalmente por hierro, es un mineral coman encontrado en la corteza terrestre,
por lo que no existiria razén para pensar que pudiera tener efectos negativos dentro
del cuerpo. Es asi como la magnetita se volvié uno de los primeros materiales
nanoestructurados (primer material oxido metalico) en ser aprobado clinicamente
como farmaco [21], utilizado como material de contraste, liberacion de farmacos,
entre otros [22], [23].

Los ensayos actuales para determinar la toxicidad de un material se basan en
pruebas de viabilidad celular mediante cultivos celulares: de ‘lineas especificas,
como la Asag (linea celular de pulmdén) [24], debido a la evidencia existente que
indica que las nanoparticulas de magnetita son facilmente inhaladas y adheridas en
tejido pulmonar [25], [26]. Sin embargo, las nanoparticulas no han sido evaluadas
en el tejido diana en el que las nanoparticulas tendran su aplicacion final, el sistema

cardiovascular.

Existen diferentes métodos de ensayo para determinar la toxicidad de materiales y
guimicos, entre las cuales se encuentran las pruebas in vivo y las pruebas in vitro
[27]. Estas ultimas presentan ventajas evidentes sobre otros métodos, entre las que
se encuentran la rapidez de los resultados, el relativo bajo costo y el uso reducido
de exposicion en animales vivos [28]. No obstante, las nanoparticulas han
presentado diferentes comportamientos debido a factores como su tamafo y forma,
gue les confieren diferentes propiedades fisicoquimicas, su habilidad para formar
suspensiones estables en medios bioldgicos y su facilidad para formar agregados
de mayor orden de dimension [29], [30]. Esta ultima en particular ha causado
discusiones entre si es algo benéfico para una nanoparticula o si es responsable de
causar toxicidad. Es sabido que particulas muy pequefias, del orden de 30
nanometros [31]-[34] puede atravesar la membrana celular e incluso penetrar el
nucleo de esta provocando dafios al DNA, convirtiéndolo en un potencial agente

carcinégeno. Por el otro lado, existen estudios que proponen que la agregacion
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produce el efecto toxicologico en el organismo [35], ya que al conglomerarse las
nanoparticulas pueden llegar a sobrepasar la concentracion minima para que un
compuesto sea toéxico, en el caso del Hierro en estado férrico (Fe®*), el cual es
insoluble, se encuentra alrededor de 350 pgdL*[36].

Recientemente, se han realizado ensayos sobre tejido vivo utilizando la técnica ex
vivo de perfusion retrograda de corazén de rata para estudiar los efectos
toxicolégicos de nanoparticulas de plata por sus aplicaciones en la medicina como
agentes de control de cancer de colon [37]. Por otro lado, la perfusion retrograda en
el corazén aislado se ha utilizado ampliamente en estudios relacionados con la
regulacion del metabolismo muscular. Esta preparacion ex vivo ofrece numerosas
ventajas sobre otras preparaciones de corazon musculo esqueléticas [10]. Ramirez
et al 2017 mostraron que las nanoparticulas de plata modificaron el tono vascular
de las coronarias y la contractilidad del miocardio, asi también los estudios de
Razavian y Masaimanesh [38] evidenciaron que la exposicion a altas
concentraciones de nanoparticulas de plata (> 95 pgml?') durante periodos
prolongados puede inducir una presion arterial alta, mientras que tamafios de
particula menores a 20 nm después de 24 h de exposicién, se incrementaron los
niveles de las especies reactivas de oxigeno intracelulares observado en células

LoVo (células derivadas de metéastasis) [37].

Al presentar la magnetita estas interesantes propiedades y posibles aplicaciones en
una amplia gama de sectores, se debe asegurar el correcto uso y disposicion de
este material, para evitar asi los posibles efectos que pueda llegar a presentar, ya

sean-adversos o benéficos.
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CAPITULO I



Il. Justificacion

Dada la aplicacion final de los compuestos de magnetita como agente de contraste
[23], agente farmacoldgico [39] o al tratarlo en la industria [40], el material puede
entrar en contacto con el ser humano y provocar diversos efectos desconocidos
dentro del cuerpo y ya que el sistema vascular entra en contacto con todas
sustancias que entran al cuerpo [41], se vuelve un sistema importante a estudiar.
Para este propésito, mediante la técnica de perfusién de corazon de rata [42]-[44]
se pueden lograr ensayos que presentan diversas ventajas ante las pruebas in vitro,
como reducir el trato de animales y obtener una serie de datos en un tejido en
especifico [45]. Sin embargo, la mayoria de los compuestos-nanoestructurados no
han sido sometidos a dichos ensayos, que podrian brindar informacion y
conocimiento acerca de su forma de actuar, asi como novedosas propiedades que
podrian impactar en la generacion de dispositivos o farmacos, o bien en la
generacion de evidencias sobre su potencial toxicoldégico en funcidn de las
concentraciones utilizadas. Para el presente trabajo, se evaluaron como los
compuestos de Fe?*Fe®*»04 (MNP).y recubiertos con silicio (CSMNP) que pueden
ser utilizados como potenciales principios activos alternativos en una gran variedad
de tratamientos en la medicina, desde imagenologia, liberacion de farmacos y

diagndstico y tratamiento [9-37,38].
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CAPITULO Il



[ll. Descripcion del Problema

Existen materiales nanoestructurados como las MNP y CSMNP que son
canalizados hacia el tratamiento de enfermedades como el cancer, que han
mostrado resultados prometedores sin el comportamiento agresivo de las terapias
actuales de radiacion. Sin embargo, estos compuestos pueden llegar a presentar
cierto nivel de toxicidad en el cuerpo humano, el cual en la actualidad no se tiene
un conocimiento base para saber como reaccionaran estos compuestos una vez
dentro del cuerpo, la potencial toxicidad que produzcan estas nanoparticulas una
vez que lleguen a su aplicacion final, es decir, los efectos benéficos o adversos que
pueden presentar a los organismos vivos, incluyendo a los seres humanos, por lo
gue la necesidad de crear regulaciones y ensayos toxicologicos para estas nuevas

nanoestructuras crece junto con estas.
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CAPITULO IV



IV. Fundamentacién Tedrica

V.1 Nanoparticulas Magnéticas
El 6xido ferroso-diférrico u éxido de hierro (Fe?*Fe3*,04), conocido de manera mas
comin como Magnetita, posee dos iones diferentes de hierro, Fe?* y Fe** en una
disposicion cristalina de “espinel” o magnetita (AB2X4) con un grupo espacial en
Fd3m sintético [48], establecidos en un arreglo de celda cubica centrada en-las

caras por los oxigenos, con los iones hierro ocupando los sitios intersticiales.

Al formarse los iones Fe?*, se remueven los dos electrones del orbital 4s, pero los
cuatro electrones desapareados del orbital 3d permanecen en el atomo de Hierro,
provocando que la fuerza magnética del dipolo Fe?* sea de cuatro magnetones de
Bohr. En cambio, cuando se forma el ion Fe3*, se remueven un electrén del orbital
3d y ambos electrones del orbital 4s, por lo que los electrones desapareados del
orbital 3d dan un total de cinco y, por lo tanto, la fuerza del dipolo resulta de cinco

magnetones de Bohr (Figura 2) [49].

f /
T,

_Figura 2.- Matriz simulada de la estructura atomica de a) Magnetita contra la estructura de b) Maghemita
(Oxido de Hierro) donde los atomos de Hierro gris oscuro representan el Fe®* y los atomos de Hierro gris claro
representan Fe?* (SOFTWARE VESTA).

Gracias a estas propiedades, la magnetita ha sido muy estudiada dado que puede
tener numerosas aplicaciones en ambitos tan diversos desde la medicina, tanto de
diagnostico, como agente acarreador o inclusive como principio activo o

biomarcador [41-44], hasta como soporte para materiales con actividad
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fotocatalitica utilizados en el tratamiento de contaminantes en agua, aire o cultivos,
por lo que la recuperacion del material es importante tener en consideracion,

mediante campos magnéticos debido a la implementacion de magnetita [44—48].

Dicho esto, la magnetita estara entonces en contacto continuo con personal médico,
trabajadores en la industria, pacientes y mdultiples personas una vez que estas
aplicaciones alcancen la etapa de producto y dada la naturaleza toxica del hierro en
bulto (350 pgdL?) (0.35 ppm) [57], las nanoparticulas de magnetita podrian
presentar una toxicidad aun mayor. Algunos proponen que las MNP sean
recubiertas por otro tipo de materiales como el silicio para proporcionar una mayor
biotolerancia dado que el silicio requiere concentraciones mayores.a 200 mgmL?
(2x10°> ppm) [58] para empezar a ocasionar efectos adversos en sistemas
biolégicos, como la silicosis. El silicio es una opcion viable para reducir la toxicidad
del hierro, ademéas de ser adecuado para formar sitios para funcionalizacion,
almacenamiento, transporte o interactuar con grandes cantidades de materia en un

espacio muy reducido (Figura 3) [59].

Método de Stober

Alcohol
Medio Basico
Agua
TEOS —

Tratamiento
Térmica

— |

Figura 3:="Método Stober de recubrimiento de particulas de Silicio [59].

IV.2. Ultrasonido
La sonoquimica es un campo de investigacion que estudia el analisis y la aplicacion
de reacciones quimicas inducido por el efecto de la radiacion ultrasénica en
pequefas burbujas de gas o particulas sélidas mezcladas en un medio liquido.
Cuando estas particulas vibran en el fluido, ya sea un gas o liquido, el fluido
directamente en contacto con la superficie vibratoria es desplazado por el

componente del movimiento normal a la superficie [60].
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Como consecuencia de este movimiento, la presion en la capa cercana a la
superficie aumenta o disminuye instantaneamente por la accién de contraccion o
expansion, respectivamente, generando cambios de presion transitorios los cuales
moveran las particulas vecinas del fludo mas alla de esta capa, y asi
sucesivamente. Sin embargo, éste movimiento suele ser agresivo para
determinadas sintesis, por lo que para generar el efecto similar se aminora la
intensidad de la fuente, utilizando un area de accibn mas amplia conocida como
ultrasonido (Figura 4) [61]. EI movimiento periodico que se propaga de tal manera
es una onda de sonido. Dicha onda también se llama onda longitudinal u onda

estacionaria [62].

La formacion de estructuras con cierta morfologia, tamafio, orientacion o
propiedades especificas requiere de grandes cantidades de energia que se deben
suministrar al sistema para promover el acomodo deseado, utilizando condiciones
de temperatura y presion en extremo altas. Sin.embargo, estas condiciones pueden
ser condiciones muy agresivas para la formacion de estructuras magnéticas
especificas, siendo ideal el ambiente que generan los choques de las ondas
ultrasénicas por el colapso de las burbujas para la administracion de energia a este

tipo de sistemas [63].

Ultrasonido

T TAMRTY THIMET T o

ot ANVANVA
1YY ERY Y.

o O 0000 -

Nucleo Crecimiento Colapso

Transductor

Figura 4.- Representacion del efecto de ondas de cierta longitud en un fluido [60].
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Estas condiciones de sintesis han probado ser de utilidad para reacciones donde
se requieren estructuras poco comunes como las espinela de hierro, formando
estructuras definidas bajo el ambiente reductor de ciertas sustancias como el
hidréxido de amonio [54] o estructuras definidas mediante otro tipo de ambientes
controlados [52,54].

IV.3. Sistema Vascular
En un organismo multicelular que posee complejos sistemas conformados por
millones de células cumpliendo diferentes funciones en distintos lugares
especificos, muchas células no pueden moverse con la libertad para acceder a
oxigeno o nutrientes ni eliminar los productos secundarios de su-metabolismo, como

didxido de carbono u otros que pueden ser denominados desechos [67].

Para resolver esta necesidad de comunicacion y transporte, estos organismos
multicelulares utilizan dos vias hidraulicas: sangre y diversos fluidos intersticiales,
pero el principal método de transporte se debe a el sistema cardiovascular a traves
de la sangre, definida como el tejido conectivo compuesto de una matriz extracelular
liquida (plasma) que presenta en suspension las células completas (globulos rojos,
blancos y plaguetas) junto con fragmentos celulares o de gran tamafo (Figura 5)
[68]. La sangre cumple con ciertas funciones, entre ellas transporte de nutrientes y
desechos, regulacion de una gran variedad de parametros como el pH (ligeramente
alcalino, entre 7.35 a 7.45), temperatura corporal (38 °C, un grado y medio mas alta
gue la temperatura corporal) y proteccidon mediante la creacion de coagulos gracias

a las plaquetas y defensa por las células blancas [41].
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Componentes de la Sangre

B Sangre Entera
Otros fluidos y tejidos

Elementos Corpusculares

Plasma Sanguineo

Figura 5.- Componentes hematopoyéticos presentes en el flujo sanguineo [68].

Para realizar la correcta distribucion de la sangre a todos los tejidos del organismo,
los organismos multicelulares desarrollaron un sistema hidraulico de transporte para
la sangre, denominado sistema vascular, y regulado en su mayoria por el corazén,

gue actia como bomba para circular la sangre a través del cuerpo [69].

El corazon esta conformado por cuatro camaras principales (dos auriculas y dos
ventriculos) localizados en la parte superior (auriculas), ocupando el mayor espacio
e inferior (ventriculos), terminando en la punta del apice el ventriculo izquierdo
(Figura 6). Cada vez que las camaras del coraz6n se contraen, empujan un
volumen de sangre hacia un ventriculo o fuera del corazon (arterias). Las valvulas
se abren y cierran en respuesta a los cambios de presién a medida que el corazén
se contrae y relaja. Cada una de las cuatro valvulas ayuda a garantizar el flujo
unidireccional de sangre al abrirse para dejar pasar la sangre y luego cerrarse para
evitar su flujo de retorno [68]. El corazon, al ser un tejido, necesita su suministro de
sangre para llevar oxigeno y nutrientes a él, mediante los vasos coronarios que
estdn ubicados entre la pared de pericardio y endocardio, con un tamafio

aproximado de 262 um los de mayor tamario [70].
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Figura 6.- Vista anterior de la seccion frontal del corazén con corte transversal mostrando anatomia interna
[68].

V.4, Perfusion de Corazon Retrogrado de Langendorff
El principio basico del modelo de corazon aislado de Langendorff es mantener la
actividad cardiaca, perfundiendo el corazén a través de las arterias coronarias
utilizando una canula aortica insertada en la aorta ascendente. La solucion Krebs
(A.8) ingresa al corazén retrogrado a través de la canula adrtica. Esta solucion esta
constituida por los.compuestos minimos necesarios que simulan el flujo sanguineo
(sales, dextrosa, entre otros). Es importante mencionar que, como el nombre de la
técnica lo.indica, se hace pasar esta solucidon de forma inversa al flujo normal de la

sangre, lo que significa que la solucidén de Krebs se introduce por la aorta [71].

La perfusion retrégrada se produce por una presion hidrostatica (modelo de presion

constante) o por una bomba (modelo de flujo constante) que cierra la valvula aortica;

de esta manera, la solucién de perfusion fluye a través de la aorta, al contrario de

como se lleva a cabo el flujo cardiaco in vivo. Con la columna de solucion de

perfusion dentro de la aorta, la vasculatura de la arteria coronaria se llena a través

de dos estructuras conocidas como ostios coronarios (izquierda y derecha) [58,60].
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Esta presion se denomina presion de perfusion (PP), la cual puede ser interpretada

como la presion dentro de los vasos coronarios.

Debido a que las MNP y CSMNP tienen propiedades magnéticas que las hacen un
material Unico y versatil para la liberacion de farmacos o incluso actuar como un
principio activo para el tratamiento de enfermedades como el cancer y la via de
administracion es el sistema circulatorio entrando en contacto con el torrente
sanguineo, teniendo como tejido final el miocardio, se eligio el corazén como -6rgano
diana para comprobar los efectos que puedan presentar las nanoparticulas en su

recorrido a su objetivo final.

IV.5. Sustancias Vasoactivas

Un componente importante en la regulacion _de la contraccion del musculo liso
presente en el sistema vascular es el calcio, cuya fuente puede obtenerse dentro de
la célula como fuera de ella, o provenir de.ambas. Dentro del musculo estriado, el
calcio regula la contraccién limitando la-disponibilidad de actina, mientras que en el
musculo liso el calcio limita la presencia de miosina de cadena ligera (MLC) (Figura
7). Para mantener la contraccion en el musculo liso las células hace uso de los
canales de calcio tipo L, ya que dada la carga de la membrana celular se mantiene
con un potencial negativo, lo cual alterna la activacion y desactivacién de estos
canales, manteniendo al menos algunos canales abiertos en todo momento [74].

Ademas, existen factores de circulacion (citocinas) y difusibles (6xido nitrico, NO)
dentro del torrente sanguineo que actian como mediadores en receptores en la
membrana plasmatica para limitar los niveles de calcio, llevando a la relajacion en

bajas concentraciones [75] o citotoxicos cuando existe un exceso de NO [76].
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Figura 7.- Diagrama representativo de la contraccién del musculo liso [75].

El calcio es una de los elementos mas importantes en la regulacion de la contraccion
y relajacion del musculo liso, sin embargo, existen sustancias que ayudan a iniciar
estas vias de sefializacion, conocidas como sustancias vasoactivas [77] que regulan
la liberacion de calcio dentro de las células musculares para iniciar la contraccion o
relajacion de este. Una de las principales sustancias es la acetilcolina, la cual esta
mediada por la activacion de los receptores muscarinicos [78]. Esta activacion de
los receptores inicia la liberacion de calcio contenido en las células (Figura 8), lo
gue aumenta la concentracion interna de calcio libre y provoca la apertura de los
canales de potasio activados por calcio [74], la apertura de estos canales producen
gue la membrana celular se despolarice, aumentando el cambio de potencial y la
relajacion en todo el masculo [79]. Debido a que la hemoglobina juega un papel
importante en la regulacion del NO, ya que tiene el potencial para inhibirlo y de
aumentar la presion arterial sistémica mientras reduce los vasopresores y
necesidades de ventilacién [80], es importante tener en cuenta las propiedades e
interaccion que materiales conformados por iones Fe?*, como lo es el caso de la

magnetita.
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Figura 8.- Diagrama representativo del efecto de la acetilcolina dentro del musculo liso. NO, 6xido nitrico;
GTP, guanintrifosfato; PPi, pirofasfato inorganico; 1Pz, inositol trifosfato [68].

Por otro lado, la contraccion muscular es iniciada mediante los receptores
adrenérgicos correspondientes a la norepinefrina, un agente contractil sintético
similar a la noradrenalina [81]. Esta sustancia es liberada hacia los masculos y es
reconocida por- una serie de proteinas receptoras denominadas receptores
adrenérgicos B, los cuales desencadenan una serie de sefiales mediante la proteina
G activando la enzima adenilil ciclasa para convertir el ATP en AMP que producen
la contraccion del musculo cardiaco al fosforilar la miosina de cadena ligera (Figura
7 y.Figura 9), despolarizando los canales de calcio voltaje-dependientes [82]. Estos
efectos se logran también en altas dosis de potasio en las células creando el mismo
efecto, una despolarizacion en los canales de calcio tipo L creado la contraccion en

el musculo liso [83].
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Figura 9.- Diagrama representativo del efecto de la norepinefrina y el efecto contractil. Nore, norepinefrina;
Gs, proteina; AC, adenilil ciclasa; PDE3, fosfodiestrasa.cAMP-dependiente tipo 3; 81y B2, receptores
adrenérgicos/beta [68].

IV.6. Solubilidad y toxicidad
El hierro es un elemento abundante y un componente esencial para los organismos
vivos [84]. El hierro forma 6xidos facilmente al entrar en contacto con el oxigeno,
gue son altamente insolubles, y por lo tanto no esta facilmente disponible para su
absorcion por los organismos [85] como lo es la magnetita (FezOa4). A través del
tiempo y la evolucién, los organismos vivos han desarrollado diversas formas de
convertir ‘el _hierro en algo util; algunos microorganismos, como las levaduras,
emplean mecanismos para reducir las formas del hierro férrico insoluble (Fe*3) a la
forma ferrosa soluble (Fe*?) [86]. Muchos de los mecanismos que se encuentran en
organismos inferiores tienen contrapartidas analogas en organismos superiores,
incluidos los humanos (Figura 10). En el cuerpo humano, el hierro se une y
transporta al cuerpo a través de la transferrina y se almacena en las moléculas de
ferritina en el higado y el corazén y una vez absorbido, no existe un mecanismo
fisiologico para la excrecion del exceso de hierro del cuerpo que no sea la pérdida
de sangre [87].
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CAPITULO IV

Dieta de
hierro
diaria

10-20mg

Transferrina

Absarcion
1-2mg
Pérdida por descamacion
de epitelio
1-2mg
75% S—15%

Hemoglobina
eritropoyesis Otros

Procesos

Ferritina
(higado y corazdn)

NO EXISTE MECANISMO DE EXCRECION

Figura 10.- Diagrama general representativo del papel’que desempefia el hierro dentro del organismo [87].
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CAPITULO V



V. Hipbtesis y Objetivos
Hipotesis
La constante exposicion del tejido miocardico a diferentes concentraciones de
nanoparticulas de Fe?*Fe3",04 y Fe2*Fe®*,04/SiO podria causar diversos efectos
(benéficos o adversos) a nivel histologico o fisiolégico dentro del tejido del corazén,
aportando valores que seran usados como parametros de seguridad mediante la

técnica de perfusion retrograda de corazén de rata Langendorff.

Objetivo General
Evaluar el efecto cardiovascular de distintos materiales nanoestructurados
(Fe**Fe®*,0, y Fe?'Fe®,04/Si0,), haciendo uso de corazones aislados y

perfundidos de rata.

Objetivos Especificos

e Realizar la sintesis de las diferentes nanoparticulas de Fe?*Fe®*,0, mediante
el proceso de coprecipitacion quimica y Fe?*Fe3*,04/SiO. recubriéndolas a
través del método de Stober.

e Obtener la caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas a través de las
diferentes técnicas de caracterizacion microscopia electronica de barrido
(SEM), espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDS),
microscopia electronica de transmision (TEM), potencial Zeta, histéresis
magnética, balanza de Curie, difraccidon de rayos X (XRD), y espectroscopia
Raman.

e Analizar posibles alteraciones en los parametros fisioldgicos arrojados en la
preparacion de Langendorff derivadas de la exposicion a materiales
nanoestructurados (Fe?'Fe3*,04 y Fe2'Fe3*204/Si0>).

e Evaluar los efectos fisiolégicos inducidos por las nanoparticulas de
Fe?*Fe%*,04 y Fe?*Fe3,04/Si0, a partir de los registros de presion de
perfusion y produccion de NO obtenidos a través de la técnica de Langendorff

de perfusion de corazon aislado de rata.
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CAPITULO VI



VI. Metodologia

VI.1. Sintesis de los Materiales

VI.1.1. Sintesis de MNP
Las soluciones precursoras se preparan de Cloruro Férrico (0,5 M) y Sulfato Ferroso
(0,5 M) por separado para posteriormente combinarse en el bafio ultrasénico
BRANSON 1510 con condiciones operativas de 47 kHz en un lapso de 15 minutos
en presencia de una atmoésfera inerte (N2). Una vez completado el periodo, se
afiaden 10 ml de una solucion con Hidréxido de Amonio 30%v/v-a la mezcla con
goteo preciso y controlado en presencia de las mismas condiciones sonoquimicas
mencionadas anteriormente durante otros 15 minutos. Una vez concluido el proceso
sonoquimico, la neutralizacion se lleva a cabo lavando la mezcla con etanol hasta
alcanzar un pH neutro. El excedente se elimina luego mediante un proceso de

calcinacion a 50°C durante 4 horas [54].

VI.1.2. Sintesis de CSMNP

Se dispersan 0.1 g de MNP en una mezcla de 80 ml de etanol, 10 ml de agua
desionizada y 4 ml de Hidroxido . de Amonio (30%) en la camara sonoquimica a las
mismas condiciones (47 kHz) durante 15 minutos. Después del proceso de
dispersion, la mezcla de MNP se agrega a una solucién de TEOS de 24 ml (1% en
peso) previamente preparada y asistida con sonoquimica durante 20 minutos.
Posteriormente, la solucién obtenida de Fe?*Fe3*,04/SiO2 (CSMNP) se vierte en una
placa de Petri y se calcina durante 12 horas a 50°C (Figura 11) [88].

La caracterizacion de las nanoparticulas se realiz6 mediante las técnicas de
microscopia electronica de barrido (SEM), espectroscopia de dispersion de energia
de rayos X (EDS), microscopia electrénica de transmision (TEM), potencial Zeta,
histéresis magnética, balanza de Curie, difraccion de rayos X (XRD), y
espectroscopia Raman para asi determinar su morfologia, tamafio, estabilidad,

magnetizacion, temperatura de Curie, cristalinidad y estructura.

35



Sales Precursoras MNP CSMNP

i \
o
Stiiber \
(TEOS)
—_— Si —
/ °
si

Figura 11.- Esquema en representacion de la sintesis de las particulas MNP y CSMNP.
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VI.2. Caracterizaciéon Fisicoquimica

La caracterizacion de las nanoparticulas MNP y CSMNP se obtuvo a través de
microscopia electronica de barrido (SEM) y la composicion elemental se obtuvieron
usando un EDS Briker QUANTAX S-5500. La estructura se analiz6 mediante
microscopia de transmision (TEM) en un microscopio JOEL JEM 2000FX. La
estabilidad de la particula se determiné mediante potencial Zeta (PZ) utilizando un
ZETASIZER ULTRA MADLS. La susceptibilidad magnética se obtuvo a partir de un
medidor de susceptibilidad magnética BARTINGTON MS2 y un equipo MICROMAG
2900 MAGNETOMETER. La difraccion de rayos X por polvo fino (XRD) con un
difractometro BRUKER D8 ADVANCE, radiacién de Cukqs con una longitud de onda
de 0.15405 nm dentro de un rango de 26 de 10-100°. Los espectros Raman se
obtuvieron con el espectrometro LabRAM HR HORIBA SCIENTIFIC con un laser
Nd-YGA (A =532 nm).

VI.3. Abordajes Bioldgicos

VI.3.1. Unidades Experimentales
Ratas macho de la cepa Wistar (250-300 g) se alojaron dos por jaula bajo un ritmo
circadiano de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad con agua y comida at libitum.
Posteriormente se sacrificaron por reseccion del corazén una vez alcanzada la
sedacion profunda con pentobarbital sédico (50 mgkg?, intraperitoneal) de
conformidad con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 basada en la Guia
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de Salud

[89] aprobado por consejo de bioética y posgrado por parte de la Universidad
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Auténoma de Querétaro (NUm. Registro: 004-2019 CEAIFI-196-2018-TP). Posterior
al sacrificio, se realizé la disposicion del corazén para ser evaluado a través de la

preparacién del corazon aislado y perfundido de Langendorff.

VI.3.2. Preparacion del coraz6n aislado y perfundido de
Langendorff

La perfusion retrégrada de corazon de rata (Figura 12) ex vivo se realizé con una
velocidad de flujo constante [90], [91]. Bajo el efecto de la anestesia con
pentobarbital sédico (50 mgkg?, IP), el corazén se extirpé rapidamente y fue
transferido a una solucion de Krebs 4°C que contenia (mM): NaCl 117.8, NaHCO3
24.2, KCl 6.0, MgS0O4 1.2, NaH2PO4 1.2, Glucosa 5.0, CaClz 1.75 y Piruvato 5.0.
Luego, el corazdn se conectd a una canula aortica del aparato de Langendorff y se
perfundié a flujo constante (8 mLmin) con solucién de Krebs en presencia de
burbujeo constante de Carbogeno (95% de O, y.5% de CO>) a 37°C. La presion de
perfusion (PP), considerada como un indice de tono vascular coronario se obtuvo
mediante el uso de un transductor conectado al equipo arriba de la canula aortica.
Se colocaron dos electrodos en la auricula y el apice derechos para mantener la
frecuencia cardiaca a 4.5 latidos por segundo. Los parametros fisioldgicos se
adquirieron y analizaron utilizando el software HA — HSE ISOHEART W de Harvard
Apparatus (Holliston, MA, EE. UU.).
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Figura 12.- Esquema del equipo Langendorff.
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VI.3.3. Tratamientos
Una vez puesto en marcha el sistema de Langendorff, el coraz6n se mantuvo
durante 20 min en una primera fase de estabilizacion previa a la administracion de
las diferentes concentraciones de nanoparticulas a analizar (1, 10, 100, 1000 mgmL-
1). Para corroborar la funcionalidad del corazén, se perfundieron Norepinefrina
(Nore) y Acetilcolina (ACh) ambos administrados a concentracion de 10uM- al
principio y al final de cada experimento como agentes contractil y vasodilatador,
respectivamente [73]. Se perfundieron concentraciones crecientes(1, 10, 100, 1000
mgmL?) de Fe?*Fe®:0s (MNP), y Fe?*'Fe3,04/SiO, (CSMNP), en todas las
condiciones control y administraciones realizadas se registré la PP como un indice
del tono vascular, medido en mmHg. Asi mismo, todas las administraciones
realizadas fueron inyectadas como bolo con ayuda de una jeringa, se tomaron 8ml
y se administro en un intervalo de un minuto, para no interferir con el flujo impuesto

por la bomba peristaltica (Figura 13).
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Figura 13.- Representacion grafica del registro obtenido del equipo Langendorff.
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VI.3.4. Determinacion de Oxido Nitrico (NO)
La cuantificacion de NO se determind indirectamente a través de la formacion de
nitritos (NO>) y nitratos (NO3) [92] utilizando el método de Griess (Figura 14), donde
se forma un cromdéforo como resultado de la diazotacion de sulfanilamida por nitrito
acidico seguido de acoplamiento de aminas biciclicas (N-[1-naftilletilendiamina).
Una vez realizada la reaccion se determind la concentracion con el equipo iMark
BIORAD Microplate Reader a una longitud de onda de 595nm [93].
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Producto de Diazonio

A =543nm

Figura 14.- Reaccion de Griess.
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CAPITULO VI



VII. Resultados y Discusion

VII.1. Caracterizacién Fisicoquimica de las nanoparticulas MNP vy
CSMNP

De acuerdo con lo observado en el andlisis elemental obtenido por medio del EDS,
se puede apreciar que solo el hierro, el silicio y oxigeno estan presentes en las
muestras, la muestra de con concentraciones de 75.08% en peso de hierro y
24.92% en peso de oxigeno, lo cual es el primer indicativo en la relacion Fe/O que
el material es magnetita y no maghemita. Una vez aplicado el recubrimiento de
silicio, los valores cambiaron a 65.43% en peso de hierro, 26.22% en peso de

oxigeno y 8.35% en peso de silicio (Figura 15).
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Figura 15.- Imagenes SEM de a) MNP y b) CSMNP sintetizado y el porcentaje de los elementos presentes en
el material obtenido del analisis EDS (normalizado).

La Figura 15 muestra las imagenes obtenidas del SEM y, como se puede observar
incluso en polvo, las nanoparticulas muestran una pobre dispersién de particulas en
general, puesto que la aglomeracion de las particulas es inevitable debido a las
propiedades magnéticas que estas presentan, formando grandes cumulos y
aglomeraciones. Sin embargo, se pueden apreciar pequefias particulas dentro de
estos grupos, y aunque se logran percibir las nanoparticulas, no es posible

garantizar que el recubrimiento se base s6lo en este analisis. Se realizé el analisis
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TEM para obtener el tamafio promedio de particula, medido en 13.44 nm para las
MNP, formando aglomerados de 151.34 nm tamafio promedio, mientras que las
CSMNP tienen un tamafio promedio de particula de 25.72 nm que a su vez forman
aglomerados de 255.67 nm, calculados con ayuda de la herramienta de medicion
de imagen ImageJ Image Software Analyzer y GATAN Digital Micrograph a partir de
las micrografias obtenidas de TEM (Figura 17).

Los analisis de las micrografias TEM revelaron un posible indicio sobre el
recubrimiento de las nanoparticulas Core/Shell dado que, a diferencia de las
particulas no recubiertas (Figura 17a y 13c) donde se observan grandes cumulos
conformados por particulas de alrededor de 13 nm, se aprecia el recubrimiento de
las particulas en las aglomeraciones mostrandose areas mas tenues alrededor de

las particulas mas oscuras (Figura 17b y 13d).

Los analisis de las micrografias SEM parecen presentar las mismas aglomeraciones
como estructuras tridimensionales, que' pueden ser comparables a las
aglomeraciones mostradas en las imagenes TEM, que podrian demostrar el

recubrimiento Core/Shell.

Al presentar el material dos estados de oxidaciéon (Fe?* soluble y Fe®* insoluble en
agua) la magnetita esta libre para oxidacion, lo cual genera 6xidos de hierro (FeO)
y le da la coloracidén naranja caracteristica de los 6xidos de hierro (Figura 16) [36].
Aun con la presencia de un campo magnético, la solucién no vuelve a su coloracion
habitual, lo que parece indicar que la formacién de éxidos y iones solubles (Fe?*) se
presenta, aun cuando las NP se sometieron a recubrimiento de silicio, lo que parece

indicar que el recubrimiento no fue homogéneo en todo el material magnético.

42



RESULTADOS Y DISCUSION CAPITULO VII

Figura 16.- Soluciones de nanoparticulas en agua (1 y 3) y solucioén fisiolégica de Krebs (2 y 4) de las
nanoparticulas.

De igual manera, se llevaron a cabo andlisis TEM de las nanoparticulas en solucion
de Krebs ya que las nanoparticulas se administraron dentro de los vasos coronarios
en solucion de iones simulando el flujo sanguineo para entender los impactos que
pueden llegar a tener dentro del tejido del miocardio, descritos posteriormente
dentro de este capitulo (Figura 17b, c, e y f). En la micrografia de la Figura 17e se
observa la posible lixiviacion del material al entrar en contacto con la solucién

fisioldgica.
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Figura 17.- imagenes TEM de las muestras de MNP a) disueltas en agua y c) y e) en solucion fisiolégica de
Krebs y CSMNP b) disueltas en agua y d) y f) en solucién fisioloégica de Krebs, respectivamente a una
concentracion de 0.001 mgmL™.
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La estabilidad de las particulas y su distribucion de tamafio fueron determinados
mediante la técnica de Potencial Zeta (Figura 18). Al presentar un campo
magnético, alrededor de 32.05 Am?kg de susceptibilidad magnética (Ms), la lectura
de las nanoparticulas fue improductiva a relativamente altas concentraciones, pero
se pudo obtener lectura de las nanoparticulas recubiertas en una dilucion a 0.001
mgmL-1. Al obtener las lecturas de las MNP se observa un tamafio promedio-de
particula en alrededor de 161.8 nm (Figura 18c), sin embargo, las MNP presentaron
otros tamafos alrededor de 303 y 401 nm en menor porcentaje (5% y 3%,
respectivamente). Sin embargo, presentan un potencial con valor de -16.09 mV, lo
cual indica que las nanoparticulas presentan baja estabilidad [94], [95], por lo que
las particulas tienden a formar grandes agregados para alcanzar niveles
energéticos menores, observados en las imagenes SEMy TEM (Figura 15y Figura
17).
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Figura 18.- Curvas de potencial Zeta de.a) MNP y b) CSMNP. Distribuciones de tamafio de particula de c)
MNP y d) CSMNP.

Las CSMNP en cambio, presentaron un valor de potencial mayor que las MNP sin
el recubrimiento de silicio, incrementandolo hasta -32.95 mV, lo cual sugiere que las
nanoparticulas fueron cubiertas en mayor parte si no es que en su totalidad por el
silicio, debido que la estabilidad de las nanoparticulas incremento el doble (>30 mV)
y el ancho de la curva indica un incremento en el tamafio de la particula. Como se
observa en los analisis de TEM, el material se aglomera en particulas de mayor
tamafio que fueron recubiertas por el silicio, esto puede deberse a que la energia
suministrada por el bafio ultrasénico no era la suficiente para lograr una buena
dispersion [88]. Las particulas alcanzaron un tamafio de ahora 361.6 nm con un

aporte del 1% de particulas alrededor de 65.23 nm, lo cual podria indicar que las
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particulas MNP no fueron totalmente recubiertas, y se mantuvo una pequefa parte

de ellas expuestas.

Como primer enfoque para determinar la estructura cristalina presente en las
nanoparticulas, se llevd a cabo un analisis XRD. Los difractogramas resultantes
(Figura 19) se cotejaron contra la base de datos de la American Mineralogist Crystal
Structure Database (AMCSD, codigo 0002400), los cuales muestran -las
difracciones de Bragg tipicos de la estructura de espinela caracteristica de la
disposicion Fe?*Fe3*,04 en las regiones 30.444°, 35.796°, 43.423°,57.464° y 63.08°
gue representan los planos (220),(311),(400),(511)y (4 4 0) respectivamente,
siendo los mas representativos los planos (3 1 1), que pueden predecir que
efectivamente hay presencia de magnetita y no maghemita en las nanoparticulas
[96]-[101].
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Una vez que se aplicd el tratamiento de Stdber, las difracciones de Bragg
caracteristicas que representan la estructura de espinela de Magnetita
permanecieron, lo que indica que la estructura no cambié después del
recubrimiento. Aunque si existe un desplazamiento de estas difracciones de Bragg
hacia la izquierda, no es lo suficientemente grande para considerarlo representativo,
pero da indicio de que la estructura presenta una ligera tension uniforme dentro de
la red cristalina [102]. Ademas, la linea base céncava en el difractograma podria
atribuirse a la contribucion amorfa de la cubierta de silicio. El tamafio del cristalito

- . .. A 094 1
calculado utilizando la determinacion de Williamson - Hall (D N ﬁ_ﬁ’ﬁt =
t

Biamaio + ﬁesfuerzo) a partir de las difracciones de Bragg dio como resultado un

cristalito aproximado de 14.68 nm, que podria atribuirse a'las condiciones de la
sintesis asistida por ultrasonido [54].

Los difractogramas muestran una pobre presencia de calidad cristalina, observada
por el ruido de los difractogramas, como se puede esperar debido a la falta de un
tratamiento térmico que podria mejorar aun mas dicha calidad cristalina debido al
crecimiento de grano, aunque esto podria propiciar un entorno preparado para la
oxidacion [103], capaz de modificar la estructura de la espinela y, por lo tanto,

eliminar las propiedades magnéticas de interés al alcanzar la temperatura de Curie.

Andlisis adicionales se llevaron a cabo para corroborar la presencia de la estructura
de espinela de magnetita, lo cual podemos observar en los espectros Raman
(Figura 20, donde los recuadros representan los espectros panoramicos) donde los
numeros de onda en 306 - 310, 450 - 490, 538 - 554 y 668 - 672 cm™[104], son las
vibraciones correspondientes para el Eg, T2g, T2g Y A1g respectivamente, ligados a
los reportados en la literatura [105] referibles a las vibraciones moleculares de la
estructura espinela-magnetita. En la Figura 20a y 20b se observan las sefiales de
los nodos vibracionales anchos y no definidos, esto parece indicar (junto con los
analisis XRD en la Figura 19) que la muestra no presenta una buena calidad

cristalina, debido a la falta de tratamiento térmico posterior a la sintesis. Este
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resultado concuerda con los presentados en los espectros XRD en que podriamos
tener la estructura de espinela deseada y con eso, el magnetismo para las
aplicaciones en imagenologia o focalizacion en nanomedicina, junto con las

propiedades de biotolerancia de la superficie de silicio [106].
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La temperatura de Curie (Figura 21), con un valor aproximado de 636.112°C y una
curva caracteristica de alta oxidacion cuando se somete a campo magnético [107],
[108]. Las nanoparticulas recubiertas no fueron analizadas debido a que el analisis
se realiza con un material no magnético (fibra de vidrio) separando el material

magnético, justo como el recubrimiento de silicio.
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Figura 21.- Analisis obtenido-de la histéresis de la balanza de Curie para las particulas magnéticas.

Las MNP se sometieron a caracterizacion magnética mediante la presencia de
diferentes campos magnéticos y frecuencias. Las curvas de magnetizacion de las
MNP y CSMNP revelaron que en la saturacion de magnetizacion de las muestras
se logran distinguir dos valores en la saturacidn Ms, uno inicial en 24.75 y 32.05
Am?kg™* (para MNP y CSMNP respectivamente) con un incremento debido a la
aportacion de particulas de mayor tamafio en 62.36 y 35.41 AmZkg?
respectivamente. En la Figura 22a se observa que la curva de histéresis presenta
un aumento en la magnetizacién antes de su punto de saturacion Ms, lo cual indica
una aportacion de mayor magnitud de las particulas superparamagnéticas mas

pequefiias [109].
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Un andlisis mas exhaustivo es necesario para asegurar un recubrimiento
tridimensional completo de las particulas, puesto que a simple vista y en presencia
de un campo magnético, la solucién exhibe una coloracion caracteristica de los
iones de hierro, lo cual indica que el material esta presentando lixiviacion de iones
Fe?*, los cuales son solubles en agua. Sin embargo, los andlisis SEM, TEM y PZ
aportan evidencia complementaria sobre el recubrimiento de las nanoparticulas,
aunque parcial, sin mencionar las diferencias presentadas en los ensayos bioldgicos

a continuacion.

VII.2. Pruebas Biol6gicas
Los iones presentes en la solucion de Krebs parecen tener-un impacto en la
dispersion de las MNP [110], donde se aprecia un mayor espaciamiento (Figura
17c y 17b) a bajas concentraciones (0.001 mgmL™) dispersadas bajo las mismas
condiciones de sonoquimica que las MNP suspendidas en agua, los cual podria
causar multiples laceraciones en el tejido, 0 pasar a traves del tejido sin provocar

modificacidén alguna en éste.

VII.2.1. Analisis de Concentraciones Acumulativas
Dado que cada corazodn es diferente, no puede ser estandarizado un control como
tal, en este caso se tom6 a cada corazén como su propio control posterior a la
administracion de las nanoparticulas para asegurar que la respuesta que se reciba
del corazdn sea adecuada. Para la técnica de Langendorff se obtuvo un patréon de
registro, se le da un periodo de estabilizacion de veinte minutos al corazon para
asegurar la presion constante o linea base (baseline) antes de comenzar la
administracion de reactivos. Una vez alcanzado este periodo, se administraron al
corazon aislado y perfundido las sustancias vasoactivas control; respuesta contractil
inducida por Nore y respuesta relajante inducida por ACh del corazén. Posterior a
eso se dio un periodo de estabilizacion de diez minutos para permitir el lavado de
las sustancias y una administracion posterior de los tratamientos, con un periodo de

estabilizacién de diez minutos entre ellas. La ACh indujo un efecto relajante dentro
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del corazdn, evidenciado por un decremento en la PP, mientras que la Nore induce

un efecto contractil, visto como un incremento en la PP (Figura 23a).

Los registros representativos (Figura 23) presentados en este documento se
obtuvieron tras analizar los datos estadisticos obtenidos del equipo de Langendorff

después de tres experimentos (Figura 24a 'y 24c).

Las nanoparticulas de MNP indujeron un efecto dual de relajacién-contraccion en el
rango de concentraciones de 0.001, 0.01, 1 mgmL™* (Figura 23b), un efecto de
aparente relajacion transcurridos pocos segundos después de la-administracion,
seguido de un efecto contractil sostenido con un importante incremento en la PP,
dado que al administrar las particulas de forma consecutiva, pudieran aumentar de
tamafio debido al incremento de las concentraciones [24]. Este incremento conlleva
un efecto visible en el corazén, donde aumenta de tamafo y su coloracion cambia
a un color tenue. Sin embargo, la contractura del tejido cardiaco y alteracion
fisiologica que presentd el corazdn sugieren una cardiomiopatia hipertréfica y
dilatada, en la que se produce un hinchamiento de las camaras de bombeo del
corazon, en especial la camara principal (ventriculo izquierdo) [111]. Aunque la
posibilidad de un infarto no es viable, dado que el corazon no presentd signos
visibles de infarto, asi como las MNP (del orden de 160 nm) no podrian obstruir un
vaso coronario, que es de alrededor de 260 um de espesor, con algunos pequefos
de 100 um [70].

Las MNP indujeron un efecto visible en el corazén, empezando con la concentraciéon
mas baja (0.001 mgmL1t) elevando la PP hasta un 189% con respecto a la presion
base, seguido de un aumento con la segunda concentracién (0.01 mgmL™?)
alcanzando un 240% aproximadamente. Al aplicar las uUltimas dos concentraciones
la PP se elevo hasta un 386% sobre la linea base, aplicando una gran presion sobre

el corazén (212 mmHg aproximadamente).
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RESULTADOS Y DISCUSION CAPITULO VII
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Una vez que termina la administracion de todas las concentraciones de las MNP,
se procedi6 a realizar la administracion de ACh al final para contrarrestar la
contractura que sufrié el corazon; sin embargo, se encontré que el efecto relajante
de la ACh se ve afectado por las nanoparticulas, evidenciado por un bloqueo del
efecto de relajacion generado por la ACh, en otras palabras, la ACh presentd un
efecto contractil en el miocardio, debido a la interferencia de los iones Fe?* [80]. En
paralelo, se realizo la determinacién de la produccion de NO bajo este perfil de
administraciéon (Figura 24c y 24d), observando un incremento significativo en la
concentracion de produccion de NO, alrededor de 12uM referente al control
(solucion fisiolégica) y 2uM al control en presencia de ACh, sugiriendo el desarrollo
de un proceso inflamatorio en el tejido de estudio, posiblemente derivado de la
estimulacion de la isoforma inducible de la produccion de NO [112], o bien a través
del blogueo de los receptores muscarinicos, quienes tienen afinidad por la ACh
[113].

Dadas las propiedades magnéticas de las nanoparticulas y su reducido tamafio, se
podria sugerir que éstas forman un.agregado con los iones presentes dentro de la
solucion de Krebs [114], limitando al corazén de estos y provocando asi los efectos
de aparente relajacion y la posterior elevacion de la presion. Junto con la lixiviacion
de iones Fe?* que se producen al estar presente el material en la solucién de Krebs
[85] podrian estar interfiriendo con los productos de NO generados como respuesta
del corazén en presencia de las MNP, que se ha reportado los compuestos tipo Fe?*
como la hemoglobina tienden a ser inhibidores en la sefializacién de NO [80]. De la
misma forma, las CSMNP presentan el mismo comportamiento, dado que no se
logrd el recubrimiento total de las MNP, apreciado en el color naranja de la Figura
16.
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Figura 24.- Las nanoparticulas magnéticas indujeron efectos contractiles elevados sobre todo en las a) MNP;
en las nanoparticulas recubiertas se observé.un efecto sostenido similar, pero de menor magnitud en c)
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Las nanoparticulas CSMNP inducen efectos contractiles del orden de 108% contra
la linea base, sostenidos en los vasos coronarios en el rango de concentraciones
de 0.001, 0.01, 0.1, 1 mgmL?, pero es en menor magnitud que los efectos
contractiles de las MNP (189%). Una vez que se realizé la administracion de ACh al
final de la administracion de todas las concentraciones, se encontré que existe, al
igual que con las MNP, un bloqueo del efecto de relajacion generado por la ACh
(Figura 23c) y un efecto contractil [115]. De forma semejante, al realizar la
determinacién de NO se encontré6 un aumento en los niveles del mediador [116],
incluyendo a la ACh, lo que sugiere de nuevo que las nanoparticulas podrian estar
interfiriendo en el metabolismo de NO [113], o dafiando los receptores muscarinicos

asociados a la respuesta de relajacion del musculo liso [112] debido a la liberacion
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de iones Fe?* al igual que los efectos presentados en los andlisis de concentraciones
acumulativas, lo que podria explicar el efecto contractil del NO, junto con su
toxicidad en concentraciones altas [76].

Este efecto menor sostenido del 108% en las CSMNP a diferencia del 189% de las
MNP puede deberse a la cubierta de silicio, que eleva la tolerancia en el organismo,
pero no los efectos de tamafio [34], junto con la menor presencia de iones solubles
de hierro Fe?*, lo que podria explicar el incremento en la PP y una evidencia del

recubrimiento parcial de las particulas.

VII.2.2. Analisis de Concentraciones Individuales
Una vez realizadas las pruebas de concentraciones continuas, se procedio a realizar
pruebas con una concentracion Unica en un solo.-corazon para determinar si los
efectos podrian ser derivados de una sola concentracion, o de un efecto
acumulativo de las concentraciones administradas de MNP y CSMNP (Figura 25y

Figura 26 respectivamente).
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Al aplicar las MNP en concentraciones separadas se observé un cambio significativo
en el cambio en la PP provocado en el corazon. Estas particulas presentaron un
efecto similar que en las administraciones acumulativas (Figura 25a),
aproximadamente 173% con respecto a la linea base en la concentracion de 0.001
mgmL-1. Sin embargo, es evidente que el efecto relajante que se observaba en los
analisis acumulativos ya no esta presente cuando se administra de forma individual,
asi como el efecto que tiene el tamafio (bajas concentraciones, mayor dispersion
[117]) que las nanoparticulas tienen dentro del tejido miocardico en la concentracion
de 0.001y 1 mgmL* (Figura 25ay 27d) donde se observa una contractura del tejido
elevandose a casi 100 mmHg (200%), mas alla del control contractil Nore (150%),
a diferencia de los demas valores de concentracion (Figura 25b y 25c). Sin
embargo, los valores de NO obtenidos no reflejan las manifestaciones fisioldgicas
del corazon. En la Figura 27b se aprecia que no hay incremento de concentracion
del NO. Las concentraciones siguientes (0.01.y-0.1 mgmL-) mostraron un efecto
considerablemente menor que la concentracién 0.001 mgmL2, siguiendo un patrén
de aglomeracion, exponiendo un menor efecto contractil a mayor concentracion,
aproximadamente el 151% en la concentracion de 1 mgmL™, pero los niveles de NO
se manifestaron en extremo elevados sin presentar una mayor respuesta contractil
(Figura 27b). La mayor concentracion (1 mgmL?) se dio un incremento en la
presion, debido posiblemente al tamario de los aglomerados que se forman a mayor
concentracion; sin embargo, el efecto fue menor que la concentracion mas pequefa,;
nuevamente, los valores de NO recuperados no mostraron una respuesta clara a la

contraccion (Figura 27b).
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Las CSMNP tuvieron efectos similares a los presentados en las administraciones
continuas, con aumentos en la presion de alrededor del 110%, 122%, 117% Yy 154%
con respecto a la linea base de las concentraciones 0.001 mgmL*, 0.01 mgmL?,
0.1 mgmL!'! y 1 mgmL?! respectivamente, siguiendo un comportamiento
concentracion — respuesta. Sin embargo, al aplicar el control ACh la presion
aumenté en las concentraciones 0.001 y 0.1 mgmL? (193% y 143%,
respectivamente con respecto a la linea base) (Figura 26a y 26¢) en los andlisis
obtenidos de NO se observd de nuevo el comportamiento de aumento de
produccién de NO con respecto a la concentracion, pero de una manera elevada a

lo visto en los analisis acumulativos (Figura 24d y Figura 27d).
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Las MNP presentan un efecto toxico severo sobre el corazén aislado y perfundido
debido a su tamafio, que pueden facilmente entrar en contacto con las células [31],
[33] y afectar diversas funciones en ella, la relativa facilidad de atraer a los iones
presentes en la solucion [110] y la lixiviacion presente debido a los iones solubles
de Fe?*, incluyendo posiblemente la sefializacion del NO [118], [119], pudiendo
provocar de esta forma los efectos contrarios de la contraccion observados en la
ACh (Figura 28a) [120] actuando como inhibidor del NO [80].

Las CSMNP en cambio, dado el recubrimiento de silicio y mayor tamafio, podria
estar contenido la lixiviacion de los iones solubles Fe?*, sin'embargo, la coloracion
de la solucion y los analisis de distribucion de tamarfio y potencial Zeta revelan que
el recubrimiento de las MNP es parcial, por lo que se observan resultados similares

aunque de forma mas deébil, con el NO (Figura 28b).
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Figura 28.- llustracion de los efectos que las@) MNP y b) CSMNP pueden tener dentro de los vasos
coronarios.
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CAPITULO VIH



Conclusiones

Mediante la asistencia de sonoquimica en la sintesis de la estructura de 6xido de
hierro se logré obtener el arreglo de la estructura de espinela para la magnetita en
lugar de su contraparte no ferromagnética, maghemita, estableciendo uno de los
métodos econdmicos para sintetizar MNP y la falta de tratamiento térmico no
permitié una buena calidad cristalina.

La capa de silicio proporciona una solucién a la mayor desventaja que pueden tener
las MNP, su nivel de citotoxicidad, cayendo al menos tres 6rdenes de magnitud, lo
gue los convierte en una opcion viable para su uso dentro del cuerpo, a primera

vista.

Las MNP indujeron efectos duales al ser aplicados de forma continua y presentaron
un efecto contractil sostenido, junto con una inhibicidon de los efectos de ACh en
forma individual y continua, posiblemente debido a la formacion de 6xidos de hierro
y especies de iones Fe*?, que podrian interferir en la via de sefializacion de NO al
ser inhibidores de este al atrapar el oxigeno del NO, ocasionando que las células
del musculo liso sean incapaces de realizar la relajacion adecuadamente.

Las CSMNP presentaron efectos caracteristicos de dosis-respuesta en ambos
analisis debido a la agregacion, aumento de tamafo y recubrimiento parcial de
silice, lo que implica la posibilidad de un uso viable para la reduccién de los efectos
toxicos adversos de la MNP debido a que encapsulan parcialmente al material
magnético evitando la lixiviacion de las especies solubles Fe?*.

Debido a la tension observada en el corazon a lo largo del andlisis, se propone que
la magnetita debe administrarse y manejarse con extremo cuidado y en

concentraciones inferiores a 0.001 mgmL™.
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Perspectivas a futuro
Dados los resultados obtenidos de la presente investigacion realizada, se propone

gue el trabajo continlie para cubrir aspectos restantes, tales como:

e Cuantificar la cantidad de iones Fe?* y Fe3*, mediante la técnica de absorcién
atomica, presentes dentro de las alicuotas antes y después de que pasaron
por perfusion dentro del corazén y asi encontrar la cantidad de iones
contenidos dentro del tejido.

e Realizar los cortes histologicos y su analisis bajo los diferentes tratamientos
realizados para observar el cambio que causaron las particulas al interactuar
con éste (contemplados en el trabajo, sin embargo, dada la contingencia
sanitaria no fue posible realizarlas).

e Determinar la bioacumulacion de hierro dentro del tejido mediante la técnica
de tincion de Perls.

e Cambiar las concentraciones del precursor de silicio para asegurar el
recubrimiento de los materiales magnéticos.

e Mejorar las condiciones de tratamiento térmico en la sintesis para obtener
una mejor calidad cristalina y obtener una morfologia definida para observar

los efectos de la cristalinidad dentro del tejido.
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Capitulo IX



VIIl. Apéndices

Al Microscopia Electronica de Barrido (SEM)
La principal funciéon del microscopio electrénico de barrido (SEM) es ampliar
pequefas caracteristicas u objetos que de otra manera serian invisibles para el ojo
humano, mediante el uso de haz de electrones en lugar de luz visible que se utiliza
para formar imagenes en microscopios Opticos. Las imagenes se obtienen
escaneando un haz de electrones de alta energia en la superficie de la muestra, de
ahi el nombre de microscopio electrénico de barrido, gracias a su menor longitud de
onda, los electrones pueden “observar” caracteristicas y detalles mas finos de los

materiales en un grado mucho mayor en comparacion con la luz visible.
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Figura A 1.- Comparacion entre el microscopio 6ptico, microscopio de barrido y de transmision [121].

Los electrones pueden ser también «reflejados» (retrodispersados), o pueden
suministrar energia a los electrones de la muestra que pueden ser liberados como
atomos secundarios (Figura A 2). Sin embargo, existe un método diferente para
obtener imagenes a partir de los electrones: principio de exploracion. Los electrones
primarios se enfocan en una sonda electrénica de diametro pequefio que se explora
a través de la muestra, haciendo uso del hecho de que los campos electrostaticos

0 magnéticos, aplicados en angulo recto al haz de electrones, se puede utilizar para
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cambiar la direccion de desplazamiento. Al escanear simultdneamente en dos
direcciones perpendiculares, se puede cubrir un area cuadrada o rectangular de la
muestra (conocida como entramado) y se puede formar una imagen de esta area

recolectando electrones secundarios de cada punto de la muestra.

A.2. Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Los microscopios electrénicos fueron desarrollados debido a la limitada resolucion
de los microscopios Opticos, entendiendo como resolucion la escala mas pequefa
distinguible entre dos puntos; el ojo humano, por ejemplo, pueden llegar a distinguir
entre 0.1-0.2 mm, asi que se le puede llamar microscopio a cualquier instrumento
gue sea capaz de observar objetos menores a 0.1 mm. Al querer observar objetos
mas pequenos, se requeria aumentar la resolucion con ayuda de la luz visible (400-
700 nm) y lentes de vidrio pulido se logré observar objetos menores hasta 400 nm,
pero una vez mas, se requirié una fuente luminosa mas pequena, los electrones
(Figura A 1).
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FiguraA 2.- Sefiales generadas cuando un haz de electrones de alta energia interactia con una muestra
delgada, la direccion no es necesariamente la direccién que toman las radiaciones dispersas. La mayoria de
estas sefiales se pueden detectar en diferentes tipos de TEM.

Una de las ventajas de utilizar radiacion ionizante es la produccion de un amplio

espectro de sefales de la muestra (Figura A 2).

El TEM presenta ciertos inconvenientes, el precio a pagar por cualquier técnica de

imagen de alta resolucion es que solo mira una pequefa parte de su muestra en
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cualquier momento, cuanto mayor sea la resolucion, peor seran las capacidades de

muestreo del instrumento [122].

A.3. Potencial Zeta
Cuando dos fases entran en contacto se desarrolla, en general, una diferencia de
potencial entre ellas. Si una de las fases es un liquido polar, como el agua, sus
moléculas dipolares tenderan a orientarse en una direccion particular en la interfaz
y esto generara una diferencia de potencial. Si hay iones, electrones o grupos
iGnicos presentes en una o ambas fases, habra una tendencia a que las cargas

eléctricas se distribuyan de manera no uniforme en la interfaz.

Fase |

Fasell

Figura A 3.- Posible distribucion de cargas entre dos fases mostrando soélo la distribucién del exceso de
carga.

Si la superficie de la fase | esta cargada positivamente, su potencial electrostatico
sera positivo con respecto al limite de la fase Il; si la fase Il es un liquido que
contiene iones disueltos, a medida que uno avanza hacia la fase Il, el potencial se
volvera negativo, y a medida en que se aleje de la fase | el potencial disminuira,
hasta que se vuelva constante en el interior del liquido lejos de la superficie de la
fase | (Figura A 3). Se suele tomar este potencial “constante” en la mayor parte de
una de las fases (generalmente un liquido) como referencia o potencial cero.

La carga eléctrica (o potencial) esta ligado directa o indirectamente con muchas de
las propiedades importantes de los sistemas coloidales de las particulas. La
adsorcién de iones y moléculas dipolares esta determinada por esta carga y

distribucion potencial, que establece la energia de interaccion entre las particulas,
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responsable de la estabilidad de las particulas frente a la coagulacién y de muchos
aspectos del comportamiento del flujo de la suspension coloidal. También es posible
correlacionar el potencial { con el comportamiento de sedimentacion de los sistemas

coloidales [94].

A4, Susceptibilidad Magnética

La medicion de la susceptibilidad magnética es una técnica eficaz para determinar
los limites de fase en los sistemas magnéticos, ya que hay un cambio distinto en las
propiedades magnéticas durante una transicion de fase. En esta técnica, la muestra
se suspende sobre un péndulo y se aplica un campo magnético. La muestra se
calienta o enfria a través de la transicion de fase y la muestra se desvia de su
posicion debido al cambio en su magnetismo inherente[123]. EI campo magnético
se altera cambiando la corriente aplicada y el péndulo regresado a su posicion
original. La susceptibilidad magnética esta definida como:

Donde y es la susceptibilidad magnética, K es la constante de susceptibilidad,
diferente para cada material, m la masa de la muestra e | es la corriente de

compensacion.

A.5. Difraccion de Rayos X (XRD)

La difraccion es el resultado de la dispersién de la radiacién debido al arreglo
periddico de centros colocados a distancias iguales que contienen un espaciado
equivalente a la longitud de onda de la radiacién incidente. Dado que las longitudes
de onda de algunos rayos X son aproximadamente iguales a la distancia entre
planos de los &tomos en las estructuras cristalinas de los soélidos, pueden generar
picos de difraccion.

Cuando un haz de rayos X que tiene una longitud de onda determinada en el mismo

orden de magnitud que el espaciado atébmico en el material incidente, los rayos X
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se dispersan en todas direcciones. La mayor parte de la radiacion dispersada de un
atomo se cancela por la interferencia destructiva de otros atomos; sin embargo, los
rayos X que inciden sobre ciertos planos cristalograficos a angulos especificos su
interferencia es constructiva en lugar de destructiva. A este fendmeno se le conoce

como difraccion (Figura A 4). Esto sucede si y solo si se satisface la ley de Bragg.

AB = BC = dsen6

Entonces:

nA = 2dsen@

Figura A 4.- Representacion gréfica del efecto de difraccion que ocurre dentro de las estructuras cristalinas.

Esta ecuacion da la relacion entre las posiciones angulares de los haces difractados
reforzados en funcion de la longitud de onda A de la radiacion incidente y del
espaciado interplanar d de los diferentes planos de las estructuras cristalinas, donde
d es la distancia interplanar, 8 es el angulo de dispersion o angulo de Bragg, A es la
longitud de onda de la radiacion X y n es el orden de difraccion. Sin embargo, es
importante mencionar que la ley de Bragg es una condicién necesaria mas no
suficiente para que se lleve a cabo la difraccién; si define la condicion de difraccién,
pero solo para celdas unitarias primitivas, es decir redes de Bravais con puntos
reticulares en los vértices de la celda unitaria, como la estructura cubica simple y

tetragonal simple [124].
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A.6. Espectroscopia Raman

La luz al interactuar con la materia produce una serie de fendmenos dependiendo
de las propiedades de esta y sus fotones, los cuales pueden ser absorbidos, si el
foton posee una energia igual a la energia de banda prohibida. En el caso contrario,
si la energia del foton es menor a la energia necesaria para llevar a una molécula a
su estado excitado, esta es dispersada. La dispersion es una buena técnica
comunmente usada para realizar mediciones de tamafio y distribucion de particulas
en tamafios menores a 1 um. La radiacién esta dividida y caracterizada por su
longitud de onda A, que es facilmente relacionada con las escalas intermedias de
frecuencia v 0 nimero de onda , linealmente relacionadas a la energia (Figura A
5).

4 ) Estados
Virtuales

n Estados
Vibracionales

m
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Figura A 5.< Diagrama de las dispersiones Raman y Rayleigh [81].

La dispersion Raman utiliza una radiacion monocromatica producida para irradiar la
muestra lo cual, al hacer vibrar las moléculas debido a la dispersion de esta
radiacion de baja energia, una unidad vibracional diferente a la de la radiacion

incidente, es detectada por el equipo [125].

A.7T. Técnica de perfusion de corazén de Langendorff
Un método fiable y clasico para investigar la fisiologia y la farmacologia de vasos
sanguineos, vias respiratorias e intestinos es el sistema de tejidos aislados. Con los
transductores adecuados, se puede obtener estimulos que proveen una gran
variedad de sefales, al mantener la longitud del tejido constante se puede evaluar

la contractilidad (medicién isotdnica) mientras que la presion y carga puede ser
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medida con un transductor mediante un material piezoeléctrico (medicion
isométrica) para detectar ligeras variaciones en el movimiento de pequefios
segmentos de tejido (anillo aislado) [126]. Los sistemas murinos representan un
sistema viable para estudiar distintas funciones y respuestas de ciertos 6rganos,
fisiolégicas y patologicas, que pueden clasificarse como organicos, tisulares y
celulares. Dentro de estos modelos orgénicos se encuentra el modelo de corazén
aislado de Langendorff, que son capaces de mantener su viabilidad y procesos
fisioldgicos en un periodo limitado. Estos 6rganos no se encuentran en un sistema
cerrado, sino que se encuentran perfundidos, es decir, se hace pasar una solucién
fisiologica por los vasos coronarios del corazén, manteniendo los procesos

fisiolégicos de oxigenacion, temperatura 'y pH [73].
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A.8. Solucion de Krebs para la preparacién del Langendorff
Solucion utilizada para la técnica de perfusién Langendorff. La solucion se prepara
en dos pasos:

A8.1 Preparar la solucion madre como se indica en la Tabla A 1.

Tabla A 1.- Solucién Madre de la solucion fisiologica de Krebs. Esta solucion puede ser almacenada por largos
periodos a 4°C.

Reactivo Gramos por 1Lt de Concentracion Fir{all
Solucién (milimolar)

NacCl 68.84 117.9

KCl 4.47 6.0 U

CaCl, 1.94 1.7 N7

NaH,PO, 1.44 | 1.2

Mg SO, 1.44 12

A.8.2 A partir de la solucién madre, se toman 100ml para preparar
1Lt de solucion fisiologica de Krebs (Tabla A 2).

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

Reactivo Unidades por 1Lt de  Concentracion Final
| Solucioén (milimolar)

NaHCOs3; 2.03g 24.2

Dextrosa 0.90¢g 5.0

Piruvato. 0.55 g 5.0

Solucién Madre 100 mL -

1. La solucion resultante debe ser neutralizada a pH siete mediante un
constante burbujeo de una mezcla de gases de 95% O, y 5% CO, (15
minutos antes del experimento).

2. De esta solucion, se debe tomar una alicuota considerable para preservar el

corazon una vez extraido. Este volumen debe estar a 4°C.
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