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Resumen

Las nanoparticulas de magnetita han formado parte de la aplicacion de
nanomateriales en el area de la biomedicina, especificamente en el uso de
tratamiento y deteccion de enfermedades, debido a que su propiedad
ferromagnética facilita su manipulacion in vivo con la aplicacion de campos
magnéticos externos. Sin embargo, uno de los principales problemas a los que se
enfrentan es el tiempo medio de circulacion de dichas particulas en el organismo,
por lo cual se busca aumentar la biocompatibilidad de dichas particulas con el uso
de recubrimientos que aumenten el tiempo medio del material dentro del organismo
y a su vez disminuyan los efectos adversos en los tejidos. Para evaluar la respuesta
toxicologica de la magnetita y compararla con la obtenida con el mismo material
pero modificado con un recubrimiento de 6xido de silicio se realizé un ensayo celular
in vitro en la linea HT29. Las particulas de magnetita se obtuvieron mediante el
método de co-precipitacion quimica asistido con bafio ultrasénico y se modificaron
mediante el método de Stbéber para conseguir el recubrimiento de 6xido de silicio.
Como resultado se arrojaron que las dosis de 80 ppm y 160 ppm de magnetita
presentaron la mayor muerte celular dentro de la curva de dosis respuesta y que el
material modificado con silicio en las dosis de 20 ppm y 160 ppm fueron las que
generaron el mayor dafo. A pesar de que ambos materiales en la dosis de 160 ppm
tienen la menor viabilidad, el material modificado fue el que obtuvo mayor
biocompatibilidad con las células durante toda la curva de dosis respuesta, lo cual
se le atribuye al recubrimiento que redujo las zonas de los atomos de hierro que
pudieran llegar a generar estrés a los cultivos o lixiviacion de especies reactivas de

hierro que generan una alteracion en el crecimiento celular.

Palabras clave: Magnetita; recubrimientos biocompatibles; ensayos in vitro; dosis-

respuesta.



Abstract

Magnetite nanoparticles have been part of the application of nanomaterials in the
area of biomedicine, specifically in the use of treatment and detection of diseases,
due to its ferromagnetic properties, which facilitates their manipulation in vivo with
the application of external magnetic fields. However, one of the main problems that
arise is the average time of circulation of magnetic particles in the body, which is
why it is sought to increase the biocompatibility of these particles with the use of
coatings that increase the average time of the material inside the body and at the
same time reduces the adverse effects on the tissues. To evaluate the toxicological
response of magnetite and compare it with that obtained with the same material but
modified with a silicon oxide coating, an in vitro cell assay was performed on the
HT29 cell line. The magnetite particles were obtained by the ultrasonic bath-assisted
chemical co-precipitation method and modified by the Stdber method to obtain the
silicon oxide coating. As a result, it was found that the doses of 80 ppm and 160 ppm
of magnetite presented the highest cell death within the dose-response curve and
that the material modified with silicon in the doses of 20 ppm and 160 ppm were the
ones that generated the greatest damage. Although both materials at a dose of 160
ppm have the lowest cell viability, the modified material was the one that obtained
the highest biocompatibility with the cells throughout the entire dose-response curve,
which is attributed to the coating that reduced the areas of the iron atoms that could
generate stress to the crops or leaching of reactive iron species that could generate

an alteration in cell growth.

Keywords: Magnetite; biocompatible coatings; in vitro tests; dose-response.
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Pienso, luego existo.

-René Descartes
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1. Introduccion

El campo de la biomedicina se ha visto ampliamente beneficiada por el gran aporte
gue ofrecen las aplicaciones de nanomateriales en el campo de diagndstico de
enfermedades, terapia y liberacion de farmacos, enfocandose principalmente en el
area oncoldgica [1]-[3].

Dentro de los nanomateriales, las nanoparticulas son aquellas que se encuentran
en un rango de tamafio entre 1nm- 100nm en cualquiera de sus 3 dimensiones,
generalmente son obtenidas a base de carbono, silicatos y metales. Una de sus
principales caracteristicas es que en el tamafio nanométrico presentan diferentes
propiedades que en un tamafo macroscopico [4]. Siendo estas propiedades por las
cuales la nanotecnologia le da nuevas herramientas y alternativas a la biomedicina

para enfrentar y detectar enfermedades a niveles celulares y/o moleculares [5]-[7].

Los oxidos de hierro son la manera mas comudn en la que podemos encontrar al
elemento hierro en la naturaleza por lo cual su uso es muy comen en muchas areas
de la vida cotidiana y en su contacto con el ser humano, ya sea en su estado férrico
o ferroso. Los principales 6xidos de hierro encontrados en la naturaleza son
hematita, magnetita, maghemita, goethita y akaganeita, siendo la magnetita el
material natural mas magnético del mundo, siendo esta propiedad por la cual en los
ultimos afios su aplicacion en medicina se ha visto en aumento en especial en el

area biomédica [8]-[10].

La magnetita presenta propiedades que son de gran interés para aplicaciones
relacionadas con Resonancia Magnética Nuclear (RMN), como su nucleo
magnético, su relacion superficie/tamafio y también la facilidad con la cual se
pueden modificar su superficie con sustancias biolégicas (proteinas, anticuerpos,
antigenos, etc.) [11]-[14].

Se han reportado ya algunos datos sobre la accidon de las nanoparticulas en pruebas
in vitro, en células neuronales debido a que su mayor aplicacion se enfoca como

marcador en estudios de RMN para tumores cerebrales, dichos estudios hablan de
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su baja citotoxicidad, de su capacidad para liberar iones de hierro en su ambiente y
las alteraciones que dichos iones causan en las células [15]. Las pruebas in vitro
son de suma importancia para las pruebas de materiales que se pretenden usar en
seres vivos, la informacién que nos dan es del comportamiento que tienen dichos
materiales en contacto con materia bioldgica ya sea buena o mala, esto dependera
de varios factores como el tiempo de contacto, las condiciones en las que se
mantienen las células, el tipo de células e incluso la esterilizacién previa de los
materiales de contacto. La finalidad de dichos ensayos es la aprobacién de que las
reacciones obtenidas son las que se buscan y desean para asi poder continuar con

la investigacion y proceder a los ensayos in vivo [16]-[19].

La necesidad de la aplicacion de nanoparticulas en el area biomédica,
especificamente en el area oncoldgica, es que en los ultimos afios se han estado
aplicando dichos materiales como agentes de contraste, acarreadores de
medicamentos e incluso como catalizador para llevar a las células a la muerte
controlada. La innovacion que se ha estado dando a la aplicacion de dichos
materiales es para cubrir la necesidad de generar métodos menos invasivos y mas
eficientes para el ataque de enfermedades que van en aumento en la poblacion
[20]-[21]. En México, el cancer es la tercera causa de muerte solo por debajo de los
problemas cardiovasculares y la diabetes. En el sexo masculino los principales tipos
de cancer mas mortales son de préstata, de pulmén, colon rectal, de higado y
gastrico. En el sexo femenino son de mama, cervicouterino, de higado, colon rectal

y ovario.

En el afio 2020 se registraron 195, 999 casos de cancer y 90. 222 muertes a causa
del cancer. En mortalidad (para ambos géneros) el primer lugar lo ocupa el cancer
de prostata, seguido por el de mama y en tercer sitio el colon rectal. La principal
problematica que hay al momento de tratar alguno de estos tipos de cancer es la
deteccidn en estadios tempranos, ya que solo se detecta en estadios avanzados o
metastasis en el organismo. Todo eso se debe a la desinformacion que hay acerca

de los sintomas o de las revisiones médicas que se tienen que realizar, ademas de
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gue las técnicas de deteccidn en ocasiones llevan mucho tiempo y sesiones en las
cuales en la mayoria de las ocasiones no se les da continuidad o cuando se
encuentra el tumor ya pasé un lapso largo de tiempo y este ya se encuentra en
etapas avanzadas y en esos casos los tratamientos son muy agresivos 0 en

ocasiones no queda nada mas que tratamientos paliativos [22]-[24].

Todo lo anterior se resume en que las propiedades magnéticas de la magnetita son
importantes paran considerar en la investigaciones de nuevos materiales para el
tratamiento y diagnéstico de enfermedades no infecciosas ademas de procurar la
reaccion que se pudiera producir dentro del organismo, por lo cual se propone
estudiar la biocompatibilidad de los materiales nanoestructurados Fes3Os4 Yy
Fes04@SiO2 en ensayos in vitro para proponerlos como materiales en el uso de

diagnéstico o tratamiento en el area oncoldgica.
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2. Justificacion

La modificacion de nanoparticulas de magnetita con materiales ceramicos o
poliméricos ha demostrado una mejoria en el uso como agentes de contraste o
como acarreadores de farmacos en comparacion con las nanoparticulas sin
modificaciones superficiales [25]. Ademas, dichos recubrimientos aumentan el
tiempo de circulacion dentro del organismo antes de ser desechdo [26]. Por lo cual
la innovacion en el uso de dichas nanoparticulas se expande rapidamente y
evoluciona de la misma manera, generando particulas que contengan una matriz de
dicho material con el fin de mantener la propiedad magnética y con su
aprovechamiento poder adentrarse mas en el organismo manipulando la direccién
y velocidad con la que las nanoparticulas viajan a través del torrente sanguineo [27]-
[28].

Investigaciones mas recientes en el area de marcadores nos muestran que se esta
enfocando la ciencia de materiales en generar particulas que presenten otras
propiedades aparte de la magnética para la mejora de los materiales ya empleados
y a su vez poder realizar dos funciones a la vez como en el caso de las particulas
hibridas fotoluminiscentes y magnéticas que se usan como acarreadores de
medicamentos para la deteccién y tratamiento de cancer [29]. Por lo cual el estudio
de las particulas magnéticas esta representando una gran oportunidad de enfoque
para el area de la salud y asi contribuir con materiales que sean mucho mas
biocompatible y eficientes para la deteccion de enfermedades [30].

Debido a lo anterior, la ventaja de usar un agente de contraste para la deteccion en
etapas tempranas aumentaria drasticamente las posibilidades de llevar tratamientos
no agresivos o extracciones menos invasivas de dichas masas. Ademas de que si
dichos agentes de contraste presenta una biocompatibilidad éptima reducirian los

efectos adversos al ser introducidos al organismo [31]-[32].
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3. Planteamiento del problema

En el afio 2020 México presento 195, 500 nuevos casos de cancer para ambos
sexos, siendo el principal el de mama, prostata y colorrectal, ademas de que se
tuvieron 90, 222 decesos por dicha enfermedad encabezando el cancer de mama,
seguido por el de préstata e higado. Una de las principales causas de dichas
muertes es que en el pais el 50% de los casos de cancer se detectan en etapas Il
o 1V, lo que dificulta su tratamiento, lo que es causante de las cirugias para extirpar
los tumores o incluso solo presentar tratamientos para cuidados paliativos de la
enfermedad [31]-[32].
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4. Marco teoérico

4.1 Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas empleadas en aplicaciones biomédicas son

compuestos que generalmente estan constituidos por Co, Ni, Fe, Ti, 6xidos de hierro

y ferritas. Tradicionalmente se clasifican en éxidos metdalicos, metales puros y

® Fe*

® re>

o*

Figura 1 Estructura cristalina
de la magnetita [33]

nanocompuestos metalicos. La mas empleada
estd formada por un tipo de Oxido de hierro
llamado magnetita, Su composicion
estequiometria de cationes es Fe*3(Fe*? Fe*® )04
que forman un sistema cubico centrado en las
caras (FCC) con estructura de espinela inversa
observada en la Figura 1. Los iones de hierro se

encargan de formar la celda unitaria de FCC y los

lones de hierro se encuentran en los espacios intersticiales que se forman. Dicho

material posee propiedades superparamagnéticas cuando se presentan en tamafo

nanometrico las cuales se emplean para poder ser dirigidas o detectadas por

campos magnéticos externos, dando asi una buena opcion para una manipulacion

externa cuando se introducen en algun ser vivo [33]-[34].

Sus caracteristicas magnéticas son dadas
debido a que la estructura de la magnetita
pertenece a las espinelas el cual conforma a
cristales inorganicos que presentan la formula
XY204, donde X presenta 8 cationes que ocupan
cada uno la posicion tetraédricas y los cationes Y
ocupan 16 posiciones octaédricas dentro de la

celda unitaria. Especificamente la magnetita

. . Figura 2 Ferromagnetismo en material
presenta la estructura de espinela inversa en la magnetita [35]

cual 8 de las 16 posiciones octaédricas pasan a

ocupar posiciones tetraédricas, dando lugar a la formula Y(XY)Oas presentando

oxidos mixtos de iones, en la cual el ion divalente Fe?* se presenta en los huecos
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octaédricos y el ion trivalente Fe3* ocupa huecos octaédricos y tetraédricos por la
estructura caracteristica de la magnetita. Todo lo anterior justifica el
ferromagnetismo que presenta dicho material, este fendmeno se da debido a que
se presenta un momento magnético neto a partir de dos tipos de atomos con
momentos magnéticos de diferente magnitud que se disponen de forma antiparalela
[35]. Los momentos del espin de los iones de Fe3* en posicién octaédrica estan
posicionados paralelamente entre si, pero los que tiene la posicion tetraédrica estan
también paralelamente, pero en sentido opuesto, por lo cual se anulan entre si y no
contribuyen a la magnetizacion del material, dejandolo asi en los iones de Fe?* ya
gue estos tienen sus momentos magnéticos alineados en el mismo sentido y
direccién siendo entonces ellos los responsables de la magnetizacion neta del

material como se observa en la Figura 2 [36]-[37].

La propiedad magnética que presentan estas particulas son la caracteristica
principal por la cual su uso en el &rea de diagnoéstico y tratamiento de enfermedades,
dicha propiedad es por la cual se pueden introducir al organismo y dirigirse de
manera externa por campos magnéticos a zonas especificas donde se desea que
actuen. Ademas, presentan una alta biocompatibilidad en comparacion con otras
nanoparticulas de 6xidos metalicos y una facil biodegradacion, en ciertas dosis,
dentro del organismo que se ve promovido por la absorcién del hierro en los
depdsitos que se encuentran en los seres humanos y que posteriormente seran

empleados por los eritrocitos y formaran parte de la hemoglobina [38]-[39].

4.2 Particulas super paramagnéticas
El efecto super paramagnético se ve presente en nanoparticulas ya que estas son
muy susceptibles a orientarse paralelamente a un campo magnético externo al cual
se exponen tendiendo asi a una magnetizacion cero y a la baja probabilidad de
generar aglomerados [40]. En ausencia de un campo magnético externo tienden a
alinearse aleatoriamente lo cual genera gque estas tiendan a aglomerarse y atraerse
entre si debido a que las interacciones magnéticas entre ellas son demasiado

débiles para poder trasmitirlas por todo el sistema. Este fendmeno se genera por el
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tamanio de las particulas y el nimero de atomos presentes en su superficie, cuando

se llega a tamafos nanométricos, se presenta
lo que se denomina monodominio que es
cuando la energia necesaria para poder rotar
los espines es mayor que la requerida para
poder desplazar la pared del dominio que
los diferentes  momentos

genera en

magnéticos en las particulas por ejemplos los

@,&
4:%

Figura 3 Orientacion de las particulas con campo
magnético externo [40]

LW‘
‘ﬁ|

materiales en Bulk [41].

Especificamente en la magnetita, la energia de anisotropia es mayor que la energia

magnética lo cual ocasiona que los dominios magnéticos desaparezcan y todos los

spines se alineen en un solo dominio y generando asi nanoparticulas magnéticas

con monodominio y asi pueda suceder el fenomeno de super paramagnetismo. Esta

propiedad es por la cual las particulas se alinean paralelamente al campo magnético

al cual se exponen (Figura 3) y pueden ser dirigidas a zonas especificas [42].

Ademas de que en ausencia del campo magnético externo no presentan una

magnetizacion neta debido a que por el tamafio y los monodominios reducen el

momento magnético rapidamente. En el caso de las particulas ferromagnéticas

cuando se exponen a un campo

externo también se alinean

paralelamente al sentido de dicho
campo pero la diferencia es que
mantienen la energia de remanencia
obtenida y cuando el campo externo
retirado  dichas

es particulas

Coercitividad (Oe)

monodommlo

muttidominio

superpara
magnetismo

Dy D diametro (nm)

mantienen su magnetizacion neta Figura 4 Relacién entre tamafio de particulas y estructura de
dominios magnéticos [43]

(Figura 4) [43].
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4.3 Recubrimientos biocompatibles

Cuando se introduce un biomaterial al cuerpo humano, lo primero que sucede es
gue la superficie de éste se encuentra directamente en contacto con tejido celular o
fluidos corporales y la interaccion con ellos genera una respuesta biolégica dentro
del cuerpo que puede ser trombosis, inflamacion o adsorcién de proteinas; todo esto
va a depender de la composicion de la superficie del material. Dependiendo del
efecto que genere nuestro material, este también se puede ver modificado por la
respuesta bioldgica que se dé en el organismo y afectar de manera grave la funcion
del material o acelerar su degradacion [44]. Principalmente se busca que los
biomateriales causen el menor de los efectos nocivos en el organismo, es decir, que
sean bioinertes pero en los ultimos afios se han enfocado en que los materiales
propicien el crecimiento celular alrededor de ellos (biofuncionales) por lo cual la
superficie de contacto aumenta su importancia para obtener el resultado deseado
[45].

Casi todos los materiales que presentan propiedades idoneas para su aplicacion in
vivo (magnetismo, fotoluminiscencia, termoestables, etc.) presentan superficies no
idoneas para el contacto con tejido vivo por lo cual se recurre a su modificacion

superficial con recubrimientos biocompatibles [46].

Las propiedades del nicleo magnético y la superficie de las nanoparticulas de
magnetita las hacen propicias para las modificacion de su superficie con
biopolimeros o algunas sustancias quimicas o biolégicas para la finalidad de
generar una mayor biocompatibilidad y poder hacerlas mas especificas para su
funcion. Gracias a la gran energia que tiene en la superficie el material tiende a
aglomerarse y cuando sucede esto tienda a ser eliminada mas rapido por los

macrofagos cuando el material es introducido por via intravenosa [47].

Debido a esto también cuando se realiza la modificacion de la superficie para buscar
una mayor biocompatibilidad, se busca a su vez, que el material sea estable en
solucion y no se aglomeren o que no formen aglomerados de gran tamafio para que
con esto no se reduzca el tiempo que permanecen en funcionamiento sin activar los

sistemas de deteccién de extrafios del cuerpo humano. Los recubrimientos que se
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emplean son aquellos que le dan propiedades hidrofilias a las particulas debido a
gue ya se ha comprobado que con dichas propiedades se aumenta el tiempo del

material en flujo sanguineo y evita la adsorcion de proteinas [48]-[49].

4.4 Aplicaciones en biomedicina
Por sus propiedades superficiales de las particulas de magnetita y por las
modificaciones de superficie que se les realiza para que tengan caracteristicas
Optimas para el contacto con tejido vivo, las nanoparticulas de magnetita se
clasifican en dos grupos por su funcién que son para terapia y para deteccion,
siendo la primera exclusivamente de manera in vivo que puede ser para acarreador
de farmacos, hipertermia o termo ablacion, anemia crénica, enfermedades de rifion
y radio terapia. En el caso de uso para diagnostico se dividen en in vivo estando
agui solo como agente de contraste par resonancia magnética nuclear (RMN) y en
métodos in vitro se encuentran para bioseparacion, inmovilizacion enzimatica,
inmunoensayos, purificacion, entre otros. En casi todos los casos anteriores las
nanoparticulas son biofuncionalizadas para aumentar su tiempo en el sistema

sanguineo o para que su especificidad sea mayor [50].

La magnetita es la empleada en el area biomédica debido a que presenta una baja
toxicidad en el organismo en comparacion con otros 6xidos metalicos, ademas de
gue su interaccion con campos magnéticos externos facilita su manipulacion para
dirigir algunos farmacos a zonas especificas dentro del organismo, es
principalmente empleada para tratamientos oncologicos [51]. Ademas, su
interaccidon con campos magnéticos externos nos proporciona la capacidad de dirigir
externamente a una zona especifica a dichas particulas y que con los diferentes
tamafios de nanoparticulas que se pueden generar en la magnetita, proporcionara
la interaccién en diferentes 6rganos. Los rangos recomendados para aplicaciones
biolégicas son de 10 a 100 nm, ya que menores de este rango pueden significar
problemas celulares o alteraciones en las estructuras internas de las células y

mayores a este rango pueden correr peligro de producirse una embolia [52].
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4.5 Aplicaciones in vitro
Los ensayos in vitro son aquellos que se realizan en cultivos celulares bajo
condiciones muy controladas y proporcionan informacién de un comportamiento
aproximado del que se tendr& dentro de organismo al introducir dichos materiales.
La separacion de substancias biologicas a través del uso de adsorbentes
magnéticos o magnetizables tiene una aplicacion para las extracciones de
substancias en soluciones liquido-liquido. Se emplean nanoparticulas que dan lugar
a un fendmeno llamado extraccion en fase solida magnética en la cual se procede
a afadir un adsorbente magnético a la disolucion o suspension que contiene la
substancia a separar. Cuando dicho adsorbente ya esta adherido a la substancia se
procede a ser recuperado de la fase liquida empleando un separador magnético
apropiado. El principal motivo por el cual se usan nanoparticulas magnéticas y no
macroparticulas magnéticas es que, porque el tamafio influye en que la suspension
sea estable o0 no, y asi evitar la sedimentacion que se podria generar en ausencia

de un campo magnético externo si las particulas son de mayor tamafio [53].

Otra aplicacion in vitro es la magneto-reloximetria que es un método de evaluacion
empleado en los inmunoensayos en el cual se mide la viscosidad magnética, es
decir, la relajacion del momento magnético neto de un sistema de nanoparticulas
magnético después de retirar un campo magnético externo. Dentro de este método
existen dos diferentes tipos de relajacion que se presentan. La primera es en
muestras totalmente secas de nanoparticulas magnéticas de monodominio donde
se presenta la relajacién de Néel que es el tiempo que le toma en volver al equilibro
de la magnetizacién posterior a una perturbacion. La segunda es la que caracteriza
la rotacién viscosa de las particulas en su conjunto, es llamada relajacién de Brown
(Figura 5) [54].
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Figura 5 Relajaciones presentes en Magneto-reloximetria [54]

4.6 Aplicaciones in vivo

Las aplicaciones de los nanomateriales in vivo son importantes ya que presentan
comportamientos diversos a los que se tienen en materiales en bulto, ademas de
gue son de facil acceso al ser introducidos al cuerpo humano [41]. La hipertermia
o ablacion magnética es el fendmeno fisico que se genera como respuesta a la
interaccion de una zona especifica en la cual se encuentran nanoparticulas
magnéticas, previamente introducidas, con ondas electromagnéticas que se
encuentran en frecuencias de varios centenares de MHz la cual se percibe como
calor en dicha zona por disipacion de energia. Este efecto permite que por un
periodo de aproximadamente 30 minutos se alcancen temperaturas entre 42 y 45
°C lo cual produce que las células dafias que se encuentran alrededor de las
nanoparticulas mueran debido a que éstas son mas susceptibles a los cambios de
temperaturas en comparacion con las células sanas [55]. La principal ventaja de
este método es que la zona en la que se aumenta la temperatura es delimitada para
la del tumor y asi no se expone a un dafio celular mayor en otras zonas. La Unica
precaucion que tomar es que no debe de llevar es el control adecuado de la
temperatura ya que si se llega a 50 °C se puede generar necrosis [56].

La liberacibn de farmacos empleando nanoparticulas magnéticas puede ser
empleada al utilizar un campo magnético externos que dirija dichas particulas o con
biofuncionalizacién de ellas a través de moléculas que sean capaces de detectarse

por dianas especificas. Los campos magnéticos pueden ser estaticos o alternos con
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el fin de que las nanoparticulas adquieran una velocidad especifica y asi puedan
ser dirigidas a zonas de interés para reducir asi los efectos secundarios sean
menores 0 no se presenten en tejidos sanos y focalizar la zona de accion del
farmaco (Figura 6) [57]-[58].

Terapia de
Campos hipertermia

Nanoparticulas magnéticos

magnéticas

i 3
Nanoparticulas * 'y 1
Fe 0, -l

’

= 3 L a [ ®
......... y i @,
v q < ) e ®
Campos
magnéticos Liberacién
.y controlada de

Py O farmacos
5‘\;\?1 ". ® ®
A 1

Modificacién con
biomoléculas

Figura 6 Aplicaciones in vivo de nanoparticulas magnéticas en hipertermia y liberacion de farmacos [58]

En el area de diagndstico el uso de nanoparticulas magnéticas en la técnica de
resonancia magnética nuclear se basa en el hecho de que los agentes de contraste
modifican la velocidad de relajaciébn magnética de los protones de su entorno y
cambia el contraste de la sefial, debido a que el principio basico de la técnica es la
diferencia de las relajaciones magnéticas que se presentan en los protones del agua
entre tejidos y fluidos biologicos dentro del organismo. El uso de las nanoparticulas
magnéticas como agentes de contraste se aplica para aumentar el contraste de la
imagen entre tejidos sanos y los que estén dafiados, y analizar si el fluido sanguineo
o0 los drganos funcionan adecuadamente [14]. Ademas, las nanoparticulas
magnéticas tienden a acumularse en tejidos donde existe una alteracion vascular,

especificamente en tumores. Su interaccion en el estudio de RMN durante la T2
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generan negativos en las imagenes como se observa en la Figura 7 que se observa
un cambio considerable al usar la magnetita como agente de contraste. Otra
aplicacion que se ha esta empleando en los ultimos afios son en enfermedades
inflamatorias como aterosclerosis o artritis reumatoide donde el sistema de
fagocitosis es el que actia como marcador ya que empieza a llamar a los
macrofagos los cuales actdan con las nanoparticulas magnéticas para empezar a

eliminarlas [59].

Figura 7 Resonancia Magnetica Nuclear de un tumor cerebral con de contraste de
Gadolinio (izq) y empleando un agente de contraste a base de magnetita (derecha) [14]

4.7 Agentes de contraste
Se conocen como agentes de contraste a la sustancia o sustancias que se emplean
para resaltar u opacar estructuras anatémicas patolégicas o normales por medio de
su introduccién en el organismo por cualquier via de administracion (oral, rectal,
vaginal, endovenoso, intraarteriales, intraarticulares, intracanaliculares). Otro uso
de los agentes de contraste es el estudio de la perfusion arterial y la diferenciacion
de densidad entre tejidos en estudios de imagen en tiempo real. Para clasificarlos,
existen diferentes categorias que van desde su composicién quimica, el tipo de
modificacion en la imagen que genera, via de administracion o el método de estudio
empleado [60]. En la resonancia magnética se encuentran los paramagnéticos y los

superparamagnéticos dentro de los cuales existen 6 grandes tipos de agentes de
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contraste comerciales actualmente utilizados, los cuales se presentan en la Tabla
1.

Tabla 1 Agentes de contraste empleados en Resonancia magnética nuclear [62]

Agentes de contraste

comerciales para RMN

Tipos Imagen

Quelatos de Gadolinio e Gadoterato de meglumina

e Gadoteridol
e Gadopentetato de dimeglumina A .

e Gadodiamida

Quelato de Magnesio e Mangafodipir trisédico
Particulas de hierro ¢ SPION
e USPION

Ademas de que estas sustancias se pueden clasificar dependiendo de la zona de
contraste en la que se emplea debido a las propiedades fisicoquimicas de cada uno
de los compuestos como por ejemplo la osmolaridad, ionicidad, viscosidad. Las
SPION se emplean principalmente para valorar patologias hepéticas, las USPION
para evaluar tejidos linfaticos. El quelato de magnesio se emplea debido que se
introduce de manera indirecta en los hepatocitos. Los quelatos de gadolinio se
utilizan en casi todas las zonas anatémicas [63].

Las reacciones adversas que se generan en el organismo cuando los agentes de
contraste se introducen se clasifican en leves (calor, picazén generalizada,
erupciones cutanea, nauseas, vomitos, escalofrios, temblores, etc.), moderados

(broncoespasmo, hipotension y un grado mas elevado de los sintomas leves) y
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severos (convulsiones, angioedema, edema laringeo, desmayos, arritmias
cardiacas, colapso cardiorrespiratorio y la agravacion de los moderados). Los
tratamientos para los afectos adversos dependen de la gravedad de dicha reaccion,

puede ir desde reposo en cama hasta la observacién clinica en un hospital [64]-[66].

4.8 Nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de hierro (SPION)y
nanoparticulas superparamagnéticas ultrapequeiias de oOxido de
hierro (USPION)

La principal diferencia entre las particulas superparamagnéticas de 0xido de hierro
(SPION) y las particulas superparamagnéticas ultrapequefias de 6xido de hierro
(USPION) es el tamafio aproximado de su diametro las primeras se encuentran
entre los 50-200 nm y las segundas presentan diametros menores a 50 nm. La
diferencia de tamafio es una caracteristica muy importante ya que define el tiempo
in vivo de estos materiales. Las SPION tiene un tiempo medio de vida en la sangre
de aproximadamente 15 minutos debido a que son fagocitadas por células
reticuloendoteliales del higado y del bazo. Las USPION tienen un tiempo de vida
mas prolongado en el torrente sanguineo debido a su tamario, llegando durar en
circulacion por mas una hora, llegando posteriormente al sistema endocrino y siendo

desechadas después por medio de la orina [67]-[68].

El tamafio que presentan las USPION tiene la caracteristica de presentar una
estabilidad coloidal buena en comparacion con las SPION, por lo cual los
ferrofluidos que contienen USPION presentan una permanencia en la sangre por
aproximadamente hasta 2 horas en su tiempo medio. Ademas de que presenta la
ventaja de que para su eliminacion del cuerpo humano se acumula en los ganglios
linfaticos y son excretados por la orina y heces. Lo Unico que se debe de cuidar es
gue sean mayores de 5 nm para evitar que sean filtrados directamente por los
riflones, esta relacion entre tamafio de particula y permanencia se explica en la
Figura 8 [54].
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Figura 8 Tiempo de permanencia en la sangre respecto al tamafio de las nanoparticulas [54]
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5. Hipotesis y objetivos

5.1 Hipoétesis

La modificacion del composito FesOs con SiO2 generard una mayor

biocompatibilidad comparada con la presentada por las nanoestructuras de FezOa4

en ensayos in vitro con células de cancer.

5.2 Objetivo general

Comparar la respuesta toxicoldégica in vitro de los materiales
nanoestructurados FesOs y Fe304@SiO2 en células cancerigenas para

evaluar su biocompatibilidad.

5.3 Objetivos especificos

1) Sintetizar los materiales nanoestructurados con base en magnetita y
magnetita con Oxido de silicio mediante el proceso de co-precipitacion

guimica asistido con bafio ultrasonico.

2) Caracterizar los materiales nanoestructurados mediante técnicas
fisicoguimicas (SEM, XRD, Potencial Z y EDS) para determinacion de sus

caracteristicas morfoldgicas y cristalinas.

3) Evaluar los compositos Fes3Os y Fes04@SiO2, en pruebas in vitro en

células de la linea HT29 para determinar su viabilidad celular.
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6. Metodologia

6.1Sintesis de los materiales nanoestructrados
6.1.1 Sintesis de Fe304

La sintesis del material magnetita (FesO4) se realiz6 mediante la técnica de co-
precipitacion quimica asistida por bafio ultrasonico. Se partio de las sales de Cloruro
de hierro (Ill) y Sulfato de hierro (ll), ambas sales se disolvieron en agua destilada
en proporcion 1.175:1 en volumen respectivamente. Posteriormente se agregaron
dichas disoluciones en un matraz de tres bocas en bafio ultrasénico con nitrégeno
para generar una atmosfera inerte por 15 minutos. Después se agregar 7 ml de
Hidroxido de Amonio al 30% para la relacion antes mencionada, manteniendo la
atmosfera inerte por otros 15 minutos. Al finalizar todo el proceso anterior, se
realizaron lavados con agua destilada al precipitado obtenido hasta conseguir un
pH de 7 y finalmente se colocaron en suspension en alcohol etilico para ser llevado
al horno de conveccion a 50°C por 4 horas. El producto final se moli6 para obtener
el polvo de las nanoparticulas como se observan en la Figura 9 [69]-[70].

Figura 9 Material Fe304 obtenido
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6.1.2 Sintesis de Fe304@SiO:

Para la obtencion del material magnetita (FesO4) modificado con 6xido de silicio
(SiO2) por el método de Stober. Se partié de 0.1g de nanoparticulas de magnetita
(Fes0O4) suspendidas en una solucion de alcohol etilico, agua destilada e hidroxido
de amonio al 30% (NH4OH). Dicha solucién se llevé bafio ultrasénico por 15 minutos
para poder suspender al material. Después se procede a agregar una solucién de
1% en volumen de TEOS (orto silicato de tetraetilo) en 25 ml de alcohol etilico.
Posteriormente la solucion de TEOS con alcohol etilico a 1% volumen se vertié a
la solucién que se encontraba suspendida con la magnetita y se deja en bafio
ultrasonico por 20 minutos més. Finalmente se obtuvo un precipitado al cual se le
realizaron 2 lavados con alcohol etilico y se dejaron en suspensién en alcohol etilico
para meterlas al horno de conveccion a 50°C por 12 horas obteniendo el material
como se observa en la jError! No se encuentra el origen de la referencia. [71]-

Figura 10 Material Fe;0,@SiO; obtenido

72].

Ambos materiales se caracterizaron mediante microscopia electronica de barrido
(SEM) y analisis elemental (EDS), adquiriendo la informacion a través de un
espectrometro JEOL JSM-6510LV acoplado a un analizador XRF-1800 a 500x y
2500x con un voltaje de aceleracidén de 15 kV . Los patrones de difraccion de rayos
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X (XRD) se obtuvieron utilizando un difractémetro avanzado Bruker D8 que emplea
un tubo de Cu para generar la radiacion de Cuka con una A=0.154 nm dentro del
rango de los angulos de Bragg 10°<26<80° en pasos de 0.03°. Para Potencial Z se
adquirieron los datos a través de un ZETASIZER ULTRA MADLS a condicion de pH
7.

6.2 Ensayos in vitro

Los cultivos celulares que se emplearon fue la linea celular HT29 que corresponde
a cancer de colon. Las células se colocaron en una placa para cultivos de 24 pozos
de fondo plano para crecerlos por 7 dias con sustancia nutrimental, como el
mostrado en la Figura 11, hasta que estuvieron en condiciones fisiolégicas
humanas normales para la experimentacion. Se mantuvieron dentro de una
incubadora en condiciones idéneas biologicas a 37° C, 5% de diéxido de carbono
(CO2) y el resto con oxigeno (O2). Se seleccionaron las dosis de 320, 160, 80, 40 y
20 ppm de concentracion de nanoparticulas debido a lo mostrado en la literatura
[71] Se partié desde una solucién madre la cual se hizo pasar por un filtro con poros
de 2 um de diametro para evitar que algun organismo extrafio entre con contacto
con nuestro cultivo celular. El medio con el que se prepara la solucion es albumina
de suero bovino (ASB) al 5%. La primera disolucion es de 320 pug/ml y de ahi se
inicia para obtener las demas. Se realizaron las diluciones para cada uno de los
materiales que se compararon en los cultivos (magnetita FesOs y magnetita
modificada con oxido de silicio FesO4@SiO2). Se prepararon 5 pozos por material
para las dosis y 1 pozo extra para tener un control para ser referencia del conteo
celular. En cada pozo se colocé 1 ml de la disolucién para dejarlos que interactuaran
por 24 horas y el cultivo se regresé de nuevo en la incubadora. Pasado ese tiempo
se retird la solucion de ASB de los cultivos y se procedid a colocar tripsina para que
las células se liberaran de la matriz celular y asi se llevaron a centrifugar a una
velocidad de 3000 rpm para asegurar que en el conteo las células estén separadas
entre si. Posteriormente se realiz6 el conteo celular de cada uno de los pozos por

medio de un microscopio y una placa de Neubauer [73]-[74].
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Figura 11 Caja de pozos de cultivos celulares de la linea HT29
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7. Resultados

7.1 SEM
El analisis morfolégico del material se realizé a través de microscopia electronica
de barrido (SEM). En la Figura 12 en la imagen (A) se observa que el material
presenta aglomerados que no tienen formas ni tamafios uniformes. Ademas de que
se presenta una variacion aparente de los tamafios de aglomerados del material
presentando asi un comportamiento homogéneo del efecto de aglomeracién. La
imagen de la Figura 12 la imagen (B) del lado derecho, la cual tiene un acercamiento
mayor, nos sigue mostrando que se tiene presencia de aglomerados de gran
tamafio y que no se logra distinguir particulas sueltas. Se alcanza a visualizar lo que
aparentemente son particulas esféricas sefialadas en la imagen (B) de la Figura 12.
Se realiz6 una medicién aproximada a través de las micrografias obtenidas, se
realizé el software ImageJ y se realiz6 un promedio de los valores obtenidos
dandonos asi el valor aproximado de 269 nm, recordemos que la técnica de SEM

no se emplea para esto, pero se decidié6 usarla como una manera indirecta de

obtener dicho dato.
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Figura 12 Micrografia del material FesO4 ( A) X500 aumentos y (B) x2500 aumentos

En la Figura 13 se observa al material de magnetita modificado con diéxido de silicio
Fes04@SiO2, en dicha figura en la imagen (A) se observa un aglomerado de gran

tamafio con algunos mas pequefios a su alrededor. También se logra percibir que
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dichos aglomerados llegan a medir algunas micras por lo cual aparentemente no
tenemos presencia de nanoparticulas, pero con la posibilidad de que se contengan

nanoestructuras en los aglomerados.

Ademas de que la modificacion con 6xido de silicio se observa que aparentemente
se tiende a generar conglomerados mas grandes lo cual se le puede atribuir por la
interaccion que hay entre las particulas de magnetita y el material que se le afiade.
Se le realizé un acercamiento de 2500 veces (Figura 13, imagen (B)) en la se
observa que la superficie del material donde se observa un poco mas homogénea
la distribucion [75]. Se realiz6 una medicién indirecta aproximada a través del
analices de las micrografias de las particulas en el software ImageJ obteniendo un

tamafo promedio de 364 nm.
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Figura 13 Micrografia de Fe30,@SiO;, (A) 500 aumentos y (B) 2500 aumentos

7.2 Andlisis elemental (EDS)
Como caracterizacion superficial complementaria se realizé un mapeo elemental de
los materiales Fe3O4 con un voltaje de aceleracién de 15 kV. En la Figura 14 se
observa en la imagen (B) la presencia de los &tomos de hierro presentes en la
superficie de la muestra y laimagen (C) la de los atomos de oxigeno en la superficie,
gue son los elementos que conforman a la magnetita. Se percibe en la imagen (A)
gue en la zona mas superficial (al menos en los primeros 2 yum) de dicho material

tenemos zonas donde se encentran mayor nimero de atomos de oxigeno o atomos
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de hierro, recordemos que es en las zonas mas superficiales y son las que estaran
en contacto con el exterior, aun asi, en su mayor parte tenemos la combinacion de
ambos iones en la mayor parte de la superficie del material. La presencia de ambos
elementos nos habla que estamos en presencia de un éxido hierro y para confirmar
gue efectivamente el material es magnetita se realiz6 un analisis elemental
obteniendo la grafica de la Figura 15 donde se muestra la sefial correspondiente a
los atomos de hierro y el de oxigeno y el porcentaje de ambos materiales es de
hierro al 78% y de oxigeno al 21% indicAndonos que efectivamente estamos en

presencia de magnetita.
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Figura 14 Mapeo superficial del material Fe304 (A), elementos de Fe en la superficie
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Figura 15 Analisis elemental del material Fe304
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El analisis al material modificado con diéxido de silicio (FesOs@SiO2) arrojé las
imagenes que se observan en la Figura 16 donde la imagen (A) pertenece a los
atomos de hierro presentes, en la imagen (B) a los atomos de oxigeno y la imagen
(C) los atomos de silicio sobre la parte mas cercana a la superficie. La imagen (D)
muestra hay zonas donde solo se encuentran atomos de hierro expuestos en la
superficie, dejando inferir que el recubrimiento de éxido de silicio no abarca toda la
zona superficial del material. Ademas de que con los resultados podemos confirmar
gue en la zona mas superficial tenemos presencia del didxido de silicio el cual esta
expuesto a estar en contacto con el exterior.

El analisis elemental que se realizé al material recubierto (Figura 17) muestra que
a pesar del recubrimiento que se aplicé al material magnetita se sigue teniendo la
presencia de atomos de hierro y los atomos de oxigeno del material magnetita,

ademas el del silicio perteneciente a dicho recubrimiento.
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Figura 16 Mapeo superficial del material Fe30,@SiO; (D), elementos de Fe en la
superficie (A), elemento 0 (B) y elemento Si en la superficie (C)
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7.3 Potencial Z
Se procedié a realizar el andlisis de las particulas en suspension a través de
potencial Z lo cual nos proporciona informacion sobre la estabilidad de las particulas
y la distribucion del tamafio de estas. La grafica de la Figura muestra el valor
obtenido de las particulas de FeszOs4 que fue de 19.1 mV, lo que indica que las
particulas presentan una estabilidad baja segun lo establecido por el método, que
dice que los potenciales que se encuentren entre los valores de -30 mV y 30mV
presentan baja estabilidad en solucion, generando agregados que tienden a la
sedimentacion [76]. Ademas de que solo se observa un valor por lo cual se puede
diferir que existe una monodispersion de las particulas a pesar de no conocer el
tamano de su radio hidrostatico, con lo cual se afirmar que tenemos una distribucion
homogénea del tamafio de las particulas aparentemente o del tamafio de los

agregados que se forman en suspension.

Las particulas de FesOs@SiO2 presentaron el comportamiento observado en la
gréfica de la Figura 18 muestran que el valor del potencial Z cambio de signo siendo

de -11.96 mV, es decir, que las particulas presentan aun menor estabilidad que las
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de Fe30O4 y que a su vez el recubrimiento de dioxido de silicio genera cambios en la
superficie de dichas particulas [76]. Los valores obtenidos en ambos materiales
tienen el simbolo contrario a la carga superficial de las particulas de dichos
materiales y estas corresponden a lo reportado [76]. Ademas, indica que las
particulas tienden a generar agregados y por ende se genera el efecto de
sedimentacion en las soluciones que se coloquen dichas particulas. También
presentan mono dispersion, por lo cual se puede inferir que a pesar del
recubrimiento agregado se sigue observando que hay una distribucibn homogénea

del tamafio de los agregados o de las particulas generadas.
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Figura 18 Potencial Z obtenido al analizar el material
Fe304@5i02

Figura 18 Potencial Z obtenido al analizar el material Fe304
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7.4 XRD
Para confirmar la presencia de la estructura cristalina correspondiente del material
sintetizado Fes0a4 los difractogramas obtenidos (Figura 19) se compararon con los
obtenidos de la base de datos RRUFF (RRUFF ID: R060191) [77], los cuales
muestran las difracciones de Bragg correspondientes a la estructura de espinela
inversa la cual es caracteristica del material FesOs en los angulos 30.19°,
35.44°,43.17°, 53.55°, 57.10° y 62.60° que corresponden a los planos (2 0 0), (31
1),(400),(422),(511)y (44 0)respectivamente, siendo el mas representativo
de dichos planos el (3 1 1). Confirmando asi la presencia de magnetita en la muestra
y no se llega a observa otros 6xidos de hierro como por ejemplo maghemita o

hematita.

1800 -

Intensidad (u.a.)

26 (°)

Figura 19 Difractograma obtenido del material Fe304
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Para la muestra FesO4 modificada con SiO2 mediante el método de Stéber se obtuvo
el difractograma (Figura 20) en el que se observa que se mantienen los planos
obtenidos en la muestra sin modificar, por o que se confirma que el recubrimiento
de silicio no modifica la estructura cristalina a pesar de verse un ligero corrimiento
hacia la izquierda esto no llega a ser representativo. Se logra observar en la linea
base una deformacion convexa que segun lo ya reportado [78] es el aporte del
diéxido de silicio en el recubrimiento afiadido ya que este material es amorfo y no

aporta ningun dato a la informacién de la estructura.
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Figura 20 Difractograma obtenido del material Fe30,@SiO,

Mediante el método de Williamson-Hall que emplea las difracciones de Bragg se

procedio a calcular el tamafio de cristalito mediante la ecuacion 1.

Btotar = Btamaiio + Besfuerzo Ec. (1)
Donde
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0.91
Biotar = m + 4stanb Ec. (2)

Donde en la ecuacion 2 se despeja y se realiza una regresion lineal de los datos
obtenidos que corresponde a cada uno de los picos que son las distancias
interlineares de cada uno de los planos presentes en la estructura. Obteniendo el
tamafio de 5.83 nm correspondiente a FesO4 y de 7.01 nm para FesOs@SiO:

(Anexo).

También se procedid a emplear el método Debye Scherrer para determinar el
tamano de cristalito y compararlo con el obtenido para esto se us6 la ecuacion 3
correspondiente a este método para la distancia de cada uno de los planos y obtener
el tamafio de cristalito segun cada uno de los picos para finalmente promediarlos
para poder compararlos con el método de Williamson-Hall. Obteniendo los valores
correspondientes a el material magnetita de 28.48 nm y para el material modificado
fue de 29.21 nm.

KA 1
D= B cosd Ec. (3)

La diferencia que se observa al calcular los tamafios de cristalito en ambos métodos
se debe a que el método de Hilliamson-Hall emplea la relacion que existe entre el
tamanfo de cristalito y el estrés generado en la estructura o modificaciones que se
puede generar en la red cristalina, como por ejemplo en los materiales dopados.
Mientras Debye Scherrer no contempla estos cambios que se pudieran generar por

el estrés que se genera en la celda unitaria o en la red cristalina.

7.5 Viabilidad celular
Se procedio a realizar un ensayo celular in vitro en celular HT29 que pertenecen a
la linea de cancer de colon con dosis ya establecidas en la bibliografia, siendo la
curva de concentraciones la siguiente: 20 ppm, 40 ppm. 80 ppm, 160 ppm y 320
ppm [71]. Posterior a la experimentacion se procedio a realizar la contabilizacion de

las células a través de la camara de Neubauer empleando la ecuacion 4.
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1
Factor de volumen

3 = (No. de células contadas)(Factor de dilucion)(

)

CélulaS/
mm

Se obtuvo una concentracion de 85,000 células/mm?3 del cultivo de controly los
valores correspondientes a cada una de las concentraciones que se muestran en la
grafica de la Figura 21, en la cual se observa que la concentracion del material
FesO4 80 ppm y 160 ppm presentan la viabilidad celular mas bajas con respecto a
las otras concentraciones, siendo respectivamente de 86.77% y 83.09 %, y que para
el material modificado FesO4@SiO2 las concentraciones que presentan la menor
viabilidad celular son 20 ppm y 160 ppm, siendo de 90.45 % para ambas. Se
realizaron dos repeticiones del ensayo celular obteniendo las mismas respuestas

de las concentraciones. La viabilidad celular se calcul6 a partir de la ecuacion 5.

n? de células vivas

Viabilidad celular = 100 Ec. (5)

n? de cléulas adquiridad x

50

Ec. (4)
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Figura 21 Vialidad celular obtenida de los ensayos celulares en linea HT29

La muerte celular que se presentd en el material de magnetita se atribuye a los
atomos de hierro que estan expuestos en la superficie del material, que son
observados segun los resultados de EDS y que probablemente lixiviaron iones que
causaron un estrés a las células generando asi que muriesen y que al estar
aumentando las dosis generaron aglomerados de mayor tamafio, ademas de que al
presentar una baja estabilidad coloidal se llegaron a sedimentar en el fondo del pozo

logrando interactuar con un mayor namero de células.

Obteniendo una curva de dosis respuesta convexa en la cual va decayendo
conforme se aumenta en la dosis llegando al punto menor en la dosis de 160 ppm,
pero aparentemente recuperandose en la de 320 ppm. El comportamiento que se

obtuvo en el material recubierto con silicio fue completamente diferente ya que
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segun lo obtenido en las caracterizaciones fisicoquimicas las zonas de las particulas
gue tienen presencia de atomos de hierro disminuyeron al ser modificadas y de la
misma manera la lixiviacion causa por estas particulas tuvo que descender
generando una menor muerte celular en los pozos. Ademas, la estabilidad coloidal
era menor que en las particulas de magnetita, por lo cual la interaccién entre las
células tuvo que ser mayor desde el principio. El comportamiento de la curva dosis-
respuesta fue una curva concava que aumentaba la viabilidad celular conforme a la
dosis llegando a su punto maximo en la dosis de 80 ppm y que empez6 a descender
posterior a esto.

52



CAPITULO 8

53



8. Conclusiones
Mediante el método de co-precipitacion quimica se obtuvo un material magnético
correspondiente a FesOa el cual fue modificado en su superficie por el método de
Stober con SiO2. Ademas de que gracias a la baja energia térmica aplicada al
sistema de sintesis no se altera la estructura cristalina del material ni sus
propiedades magnéticas que pueden presentarse cuando se obtiene maghemita o

hematita.

La interaccion de las particulas de Fe304 y Fes04@SiO2 en los cultivos celulares in
vitro demostré que la modificacion de la superficie de las particulas de Fes3O4

aumenta su biocompatibilidad en comparacion con las particulas sin modificar.

Ambos materiales son considerados como viables para ser biomateriales segun lo
marcado por la ISO 10993 que indica que un material tiene que presentar al menos

un 80% de viabilidad celular para ser considerado un biomaterial.

Sin embargo, el que mostré las mejores propiedades para seguir siendo modificado
o para recubrirlo por otro método es el de Fe3O4@SiO2. Este en comparacion con el

material sin modificar, tiene una diferencia del 10%.

También se deberia de tener en cuenta su tamafio aproximado de particula que
ronda entre los 364 nm por lo cual tenemos presencia de lo que aparenta ser un
material que se sedimenta en el fondo del pozo del cultivo y no interfiere en el
crecimiento celular dentro de dichos pozos, esto se puede fundamentar con los
resultados obtenidos en potencial Z, ya que en ellos se puede observar que el
material modificado presenta menos estabilidad coloidal en comparacion con el

material sin la modificacion.
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Como conclusion, la hipotesis que se planted en el trabajo fue acertada. Debido a
gue el material modificado presenta mayor biocompatibilidad que el material sin

modificar.

8.1Perspectivas
Con los resultados obtenidos se llegé a la conclusion de que la investigacion deberia
de continuar y cubrir los siguientes objetivos:

e Mejorar el método de recubrimiento de las particulas de magnetita con 6xido
de silicio para obtener un core-shell para asegurar que los atomos de hierro
no queden expuestos para evitar la lixiviacion de iones de dichos atomos.

e Encontrar otra curva de dosis-respuesta a partir de la probada en esta
investigacién para comprobar que el comportamiento de las particulas sigue
siendo el mismo.

e Aumentar el nimero de pruebas in vitro para poder realizar un analisis
estadistico para determinar el error y confirmar si la investigacion es repetible

y reproducible.
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10. Anexos

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La técnica de microscopia electronica de barrido o (SEM) se basa en el uso de un
haz de electrones para generar una imagen ampliada de la superficie de un objeto.
Puede emplearse en muestras organicas e inorganicas. El proceso para la
obtencion de las imagenes es que un haz de electrones de alta energia escanea la
superficie de la muestra con una alta resolucibn que da una apariencia
tridimensional de la muestra que no se podria analizar mediante un microscopio
optico [79].

Figura 22 Composicidn del microscopio electrénico de barrido [80]

El haz de electrones (electrones incidentes) se hace pasar por diferentes lentes
electromagnéticas y por sistema de deflexién para poder manipular dicho haz con
el fin abarcar toda la superficie de la muestra, todo esto en un tubo que se encuentra
en alto vacio (Figura 22). Cuando este haz interactia con la muestra genera
diferentes seflales como por ejemplo electrones secundarios, electrones

retrotrodispersados, rayos X, entre otros. Los electrones que se usan en la técnica
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de SEM son los electrones retrodispersados y los electrones secundarios. La
informacion que proporciona cada una de las sefiales que provienen de la
interaccién del haz con la muestra por diferentes tipos de detectores son los
responsables de la informacién de la morfologia y la composicién quimica que se

puede llegar a adquirir [80].

Espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS)

La espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS) detecta cualitativamente
los rayos X caracteristicos de los elementos que estan presentes en la superficie de
una muestra. Cuando a un material se le hace incidir un haz de electrones tiene que
disipar cierta parte de la energia que es absorbida, haciéndolo al expulsar un
electron del nucleo (Figura 23). La diferencia de energia que se tiene que
compensar en forma de un rayo X que tiene como espectro caracteristico en su

atomo de origen [81].

Hazdee

e retrodispersados

e secundarios

Rayos X caractegsticos

Figura 23 Rayos x caracteristicos emitidos de una muestra

La informacion de los rayos x emitidos por la interaccion del haz de electrones con
la muestra se recolecta con un detector EDS que se coloca al microscopio
electrénico de barrido. Cada espectro EDS que se obtiene se coloca en una posicion
especifica de la muestra para cada elemento y la intensidad de la sefial corresponde

a la concentracion de dicho elemento hay en la muestra [82].
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Potencial Z

El potencial zeta (C) es una medida de la magnitud de la repulsion o atraccion entre
particulas en una solucién. Esta propiedad eléctrica determina si una solucion
coloidal se aglomerard o seguird siendo una suspension estable. Cuando las
particulas cargadas se dispersan en un liquido, una capa de iones de carga opuesta
se liga fuertemente a la superficie formando asi una capa delgada llamada capa de
Stern. También se genera una region externa en la cuales los iones estan ligados

con menos fuerza y se llama Capa difusa (Figura 24) [83].
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Figura 24 Relacién entre carga superficial y potencial Z

La importancia que tiene el pH es debido a que la magnitud de la carga superficial
depende de las resistencias acidas o basicas de los grupos superficiales y del pH
de la solucion. Particulas con valores de potencial ¢ arriba de -30 mV o +30 mV se
consideran soluciones estables. Particulas con potenciales entre -10 mV +10 mV

son consideradas particulas neutras y las soluciones se consideran inestables [84].
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XRD

Difraccion de rayos X es una técnica en la cual se emite un haz de rayos X sobre la
muestra, como respuesta se genera una intensidad de dispersion. Dicha técnica de
caracterizacion se basa en la ecuaciéon 6 que se conoce como ecuacién de Bragg.
Donde n es un numero entero, A es la longitud de onda de los rayos X incidentes, d
la distancia entre los planos de la red cristalina y 6 el angulo entre los rayos
incidentes y los planos de dispersién (Figura 25). El patrén de difraccion obtenido
se considera como una huella quimica y compararse con las bases de datos de los

materiales ya reportados [85].
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Figura 25 Angulo de Bragg [85]

nd = 2dsinf Ec.6

Esta técnica nos revela informacion estructural, de composicion quimica, de
estructura cristalina, del tamafo de los cristales, la deformacion y la orientacion
preferencial de crecimiento del cristal.

De los difractrogamas obtenidos se puede calcular lo que se conoce como tamafio
de cristalito mediante los dos métodos mas empleados que son Hilliamson-Hall y
Debye Scherrer. El primer método considera que el tamafio de cristalito se ve
alterado por el estrés de ensanchamiento que se genera en la red cristalina
explicado en la ecuacion 7. Este método implica un comportamiento lineal que se

puede observar graficando Bcos6 contra sinf, donde la pendiente que se genera en
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esta recta es el término € y el corte en el eje y es el tamario de cristalito.

obtenidas en esta investigacion que se muestran en Figura 26 [86].
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Figura 26 Graficas obtenidas mediante el método Hilliamson-Hall
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El método Debye Scherrer relaciona que la anchura de los picos de difraccion varia

inversamente proporcional con el tamafo de cristalito de la muestra que se presenta

en la ecuacién 8. Donde A es la longitud de onda, 6 el angulo de Bragg, k la

constante Scherrer [87].

B KA
b= cos6

Conteo celular mediante cAmara de Neubauer

Ec. 8

La camara de Neubauer es una camara de recuento, es un dispositivo de material

de vidrio optico especial. Se emplea normalmente para contar células u otras

particulas en suspension con ayuda del microscopio. Dichas camaras se emplean

principalmente para el analisis de la sangre y observar sus células. Tambien

funciona para contar bacterias, esporas de hongos o espermatozoides. La camara

de Neuauer también se conocida como Hematocimetro, se constituye de un grueso

portaobjetos de cristal dividido en tres partes de manera vertical, la parte de en
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medio tiene un rayado fino formando cuadriculas de 3mm x 3mm que son

observables bajo el microscopio (Figura 27) [88].

Reticulo superior
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vl 8 | 1o
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Figura 27 Camara de Neubauer, cubre objetos (A) y
porta objeto reticulado (B) [88]

Entre el portaobjetos y cubreobjetos hay un espacio de 0.1 mm ajo las secciones
laterales y asi fijando un volumen constante (Figura 28). Al observar bajo el
microscopio se logra diferencias en la zona central un cuadrante dividido de tres por
tres dando un area de 9 mm? (Figura 27 (B)) [88].
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Figura 28 Zonas modificadas para lograr un volumen fijo [89]

De la divisién de cuadrantes los empleados para realizar el conteo celular son los
mostrados en la Figura 29, que son definidos por las lineas prolongadas. Posterior

al conteo celular se procede a realizar la ecuacion 4, antes mencionada [89].

73



Cuadrante 1 Cuadrante 2

Cuadrante 4 Cuadrante 5

Figura 29 Cuadrantes empleados al realizar conteo celular
en camara de Neubauer [89]

1

CélulaS/mm3 = (No. de células contadas)(Factor de dilucion)(;———r——--—
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