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Resumen

En la medicina actual se busca desarrollar nuevas formas de deteccion y tratamiento de enfermedades,
mediante el uso de la nanotecnologia para realizar terapias menos invasivas y mas efectivas, por ello
el uso de diversas nanoparticulas (NPs) que se han ido introduciendo en el cuerpo han aumentado en
su uso e investigacion. Un ejemplo de NPs utilizadas son las nanoparticulas magnéticas (NPMs), las
cuales se han comenzado a utilizar para detectar enfermedades, un ejemplo de enfermedad en las que
se investiga, es en cancer, en la cual éstas nanoparticulas se funcionalizan para dirigir los firmacos
para el tratamiento del mismo o para detectar el cancer en estadios mas tempranos, es por ello que
se ha buscado innovar en los tratamientos contra el mismo, para elaborar terapias menos agresivas
con los pacientes que lo padecen. Por lo que, conocer los posibles dafios que pueden ocasionar las
distintas morfologias de NPMs recubiertas y no recubiertas en el cuerpo, dado que en su composicion
contienen hierro (Fe), el cual pudiera introducirse en el torrente sanguineo ocasionando un efecto
adverso.

En el presente trabajo se exponen los posibles efectos que las NPMs pudieran ocasionar al interactuar
con la sangre, por lo que se estudiaron los efectos de NPMs obtenidas con morfologias diferentes
(amorfas y nanohilos), recubiertas y no recubiertas mediante el uso de agar sangre con sangre ovina
y tincion de Perls.

Las distintas morfologias obtenidas fueron posibles a base de utilizar dos métodos de sintesis
(coprecipitacion y reduccion quimica) modificando temperaturas de calcinacion para observar el
efecto de la temperatura en la morfologia. En las NPMs recubiertas se utilizé el método de Stober.

Para estudiar las caracteristicas fisicoquimicas (morfologia, estabilidad coloidal, sensibilidad
magnética, tamafio de cristalito y fases cristalinas) se utilizaron técnicas fisicoquimicas de SEM,
potencial Z, histéresis magnética y difraccion de rayos X (XRD).

Se obtuvo principalmente que en las nanoparticulas calcinadas a mayores temperaturas la cantidad de
magnetita disminuia y aument6 la cantidad de otras fases cristalinas como maghemita, hematita y
wistita lo provocd cambios en la estabilidad coloidal y el tamafio de cristalito, asi como de su
sensibilidad magnética, ocasionando cambios morfologicos y de coloracion en los agares sangre, que
al realizar tincion de Perls resulto un valor positivo a dicha prueba.



Abstract

Today's medicine seeks to develop new ways of detecting and treating diseases by using
nanotechnology to perform less invasive and more effective therapies, so the use of various
nanoparticles (NPs) that have been introduced into the body. An example of NPs used are magnetic
nanoparticles (NPMs), which have begun to be used to detect diseases such as cancer along with
functionalizations have sought to innovate in the treatments against it, to develop less aggressive
therapies with patients suffering from it. Therefore, it is necessary to know the possible damage that
can be caused by the different morphologies of coated and uncoated NPMs in the body, given that in
their composition they contain iron (Fe), which could enter the bloodstream causing an adverse effect.

In the present work the possible effects that NPMs could cause when interacting with blood are
exposed, so the effects of NPMs obtained with different morphologies (amorphous and nanowires),
coated and uncoated were studied by using blood agar with ovine blood and Perls staining.

The different morphologies obtained were possible by using two synthesis methods (coprecipitation
and chemical reduction) modifying calcination temperatures to observe the effect of temperature on
morphology. The Stober method was used for the coated NPMs.

To study the physicochemical characteristics (morphology, colloidal stability, magnetic sensitivity,
crystallite size and crystalline phases), physicochemical techniques of SEM, Z-potential, magnetic
hysteresis and X-ray diffraction (XRD) were used.

It was obtained mainly that in the nanoparticles calcined at higher temperatures the amount of
magnetite decreased and the amount of other crystalline phases such as maghemite, hematite and
wistite increased, which caused the colloidal stability and crystallite size to change, as well as their
magnetic sensitivity, which caused the morphological and coloration changes in the blood agars to
change, so that when Perls staining was performed, the results were positive.
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NPMs: Nanoparticulas magnéticas

Fe: Hierro

Si: Silicio

NPs: Nanoparticulas

CO;: Didxido de carbono

EtOH: Etanol

H,0: Agua

ml: mililitro

Fe304: Magnetita

Fe;04@Si0O;: Magnetita recubierta

nm: Nanometros

SEM: Microscopia electrénica de barrido
TEM: Microscopia electronica de transmision
XRD: Difraccién de rayos X

g: gramos

CQ: Coprecipitacion quimica

RQ: Reduccion quimica

CQ R: Reduccion quimica recubierta
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Capitulo 1

Introduccion

La nanotecnologia es un enfoque cientifico novedoso que implica materiales y equipos capaces de
manipular propiedades fisicas y quimicas de una sustancia a nivel molecular. Es por ello por lo que,
con el uso de la nanotecnologia se ha ido incrementando y reforzando en la implementacion de nuevas
terapias y diagnodsticos, asi como en la industria alimentaria, agroindustrial, veterinaria, empaques,
cosmética y su uso va aumentando en distintas areas [1].

En el area de biomedicina con las investigaciones actuales se han ido implementado el uso de
diferentes nanoparticulas magnéticas (NPMs) para el diagnostico de enfermedades, creando terapias
menos invasivas y asi observar resultados en menor tiempo. Por lo que se busca conocer la
nanotoxicologia de estas particulas, ya que atn se conoce muy poco acerca de los efectos adversos
en el organismo [1,2].

Con ello, el uso de las nanoparticulas magnéticas ha sido de gran interés por los investigadores, debido
sus propiedades. Una vez que han sido modificadas superficialmente pueden ser altamente
biocompatibles, lo que es adecuado para aplicacion médica [3]. Entre las aplicaciones que tienen las
nanoparticulas magnéticas una vez recubiertas se pueden utilizar como transporte direccional de
farmacos o genes con accion del campo magnético para realizar una terapia dirigida, asi mismo, al
tener la caracteristica de ser direccionadas se ha buscado conocer el camino que recorre la sangre y
tratar hemorragias internas. [3,4]

En el caso de la aplicacion en sangre, es importante conocer la toxicidad pues la sangre es un fluido
que circula constantemente proporcionando nutricion, oxigeno y eliminacion de residuos en el cuerpo
[5]. La sangre como se observa en Figura 1 se conforma de distintos tipos de células como los
trombocitos (encargados principalmente de la coagulacion de la sangre), basofilos (regulan respuestas
inmunes), neutrofilos (encargados de proteger al cuerpo contra infecciones), eosinéfilos (regula la
respuestas inmunes), monocitos (encargados de eliminar restos celulares), linfocitos (responsables
del funcionamiento adecuado del sistema inmunitario) y eritrocitos. [5, 6] En el caso de los eritrocitos
(globulos rojos) estan expuestos a distintas agresiones durante su vida, lo que ocasiona que tengan
constantes cambios bioquimicos y morfologicos, porque al estar en contacto con nanoparticulas
(Figura 1) se podria afectar significativamente sus funciones [6]. Sin embargo, la interaccion de las
nanoparticulas y los eritrocitos tienen diferentes efectos dependiendo de las caracteristicas
intrinsecas. [6].

11
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Figura 1. Interaccion de NPMs y sangre [6]

En 2018 Cruz et al emplearon nanoparticulas magnéticas para detener hemorragias internas, esto se
logra gracias a que las nanoparticulas estan combinadas con la enzima trombina directamente en el
sitio que se produjo la lesion, con un tamafio de particula de 50 nm [7].

En 2019 Rodriguez et al aplicaron nanoparticulas magnéticas en células sanguineas para conocer la
trayectoria que éstas tenian y asi poder plantear un modelo matematico que modelara la focalizacion
magnética de medicamentos (MDT) [4].

Cuando la magnetita esta en forma de nanoparticulas (NPs) tiene diversas aplicaciones en areas como
biotecnologia, ambiental, medicina, entre otras. [5] Esto debido a sus propiedades magnéticas, sus
procesos de sintesis que resultan ser sencillos, la gran biocompatibilidad con la que cuentan, asi como
su biodegradacion en el organismo

Asi mismo, al tratarse de la introducciéon de NPMs en el cuerpo se requiere del conocimiento de los
efectos que éstas puedan tener, por lo que es sumamente importante conocer acerca del sistema
vascular, dado que es el encargado de distribuir el oxigeno, hormonas y nutrientes que son esenciales
para las células y organos del cuerpo. [6] Por lo que, la funcion del sistema vascular implica complejas
interacciones entre el endotelio vascular, el mtsculo liso, el sistema inmunitario y el sistema nervioso,
por lo cual si se ven afectadas dichas interacciones se pueden provocar desde lesiones hemorragicas
hasta sutiles modificaciones patogénicas y cambios metabolicos. [6]

Por lo mismo, se ha demostrado que el ciclo redox del Fe afecta varias reacciones biogeoquimicas,
como es la disponibilidad de macro y trazas de nutrientes para microorganismo. [7,8]

De lo anterior mencionado, uno de los dafios seria la afeccion de eritrocitos, los cuales se han
estudiado ampliamente dado que (i) son un modelo simplificado de las membranas plasmaticas de las

12
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células debido a la ausencia de nucleo y organelos, (ii) su hemolisis se puede monitorizar por
espectrofotometria debido a la liberacion de hemoglobina, (iii) su gran abundancia y (iv) su
importancia en el campo de la hematologia. [9]

Por consiguiente, se puede inferir que el uso de nanoparticulas magnéticas es seguro, sin embargo,
tienen que contar con un recubrimiento biocompatible, para mejorar su estabilidad, farmacocinéetica,
biodistribucion y biocompatibilidad; confiriéndole un mejor funcionamiento, por ello en el presente
trabajo se busco estudiar el uso de NPMs con y sin recubrimiento para conocer la interaccion de
nanoparticulas de magnetita con los globulos rojos.

1.1. Antecedentes

1.1.1. Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas (NPs) son particulas que tienen al menos una dimensién en el rango nanométrico
de hasta =100 nm. [10] Estas nanoentidades se caracterizan por una elevada relacion
superficie/volumen y, por tanto, son especialmente fuertes, versatiles y reactivas en comparacion con
el estado solido. Estas propiedades especificas ofrecen nuevas e interesantes posibilidades de
optimizar las propiedades opticas, mecanicas y magnéticas de las nanoparticulas, entre otras. [11] En
2016 Mangaiyarkarasi et al. Usaron Magnetita funcionalizada con quitosano y nanoparticulas de
tierras raras luminiscentes (Fe;Os@LaF;: Ce*", Tb**/nanoparticulas de quitosano) para la
administracion dirigida de paclitaxel para cancer de pulmoén con NPMs de diametro de 30 nm
esféricas con las que lograron conjugar el farmaco (paclitaxel) en las cuales obtuvieron una buena
respuesta biocompatible. [12]

Asi mismo en 2015 Mohamed et al., utilizaron nanoparticulas de silice mesoporosa magnética
modificada con glicopolimeros para la obtencion de imagenes por resonancia magnética y
administracion selectiva de farmacos, en dicha investigacion obtuvieron que las NPMs presentaban
una elevada capacidad de carga de farmaco (en un 11.9%) y que tenian una absorcion de 10.9% en
las células HepG2 en lo cual concluyeron que utilizar NPMs para teragnostico era muy viable y
confiable. [13]

Sin embargo, en 2020 Malhotra ef al., estudiaron los posibles efectos toxicos de las NPMs al ser
consideradas como un agente de contraste para resonancia magnética, vehiculos de administracion de
farmacos dirigidos, terapias angiogénica y quimioterapia, examinaron la toxicidad de dichas NPMs
para aplicaciones in vivo, en el cual obtuvieron que en una concentracion de 25 pg/ml en estudio in
vitro con células THP-1 causaron dafios. [14]

1.1.2. Sangre y nanoparticulas magnéticas

En 2020 Majee et al., llevaron a cabo un estudio sistematico sobre la administracion selectiva de
farmacos en un flujo inestable de sangre infundida con nanoparticulas magnéticas con el fin de
comprender el patron de flujo y la agregacion de nanoparticulas en un segmento arterial enfermo con
aterosclerosis, en donde supervisaron las NPMs con ayuda de un campo magnético, con ello se puede
conseguir una alternativa para el tratamiento terapéutico de enfermedades arteriales, tumores, células
cancerigenas y eliminacion de coagulos sanguineos, en lo que en su simulacidon obtuvieron que el
flujo sanguineo adrtico cuando la aglomeracion de NPs es mayor. [15]

De igual forma, en el 2020 Abu-Hamdeh ef al., examinaron de forma numérica el movimiento de las
NPMs en los vasos sanguineos no newtonianos bajo la influencia del campo magnético, el cual fue
aplicado de forma perpendicular a la direccion de transporte de las NPs. El flujo era constante,
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laminar, viscoso e incomprensible. En lo cual concluyeron en un fluido newtoniano el sistema no
muestra ninguna precipitacion de particulas, sin embargo, en un sistema real donde hay variacion en
el comportamiento, lo cual pudiera ocasionar que se pudiera precipitar buena cantidad de particulas,
este resultado pudiera ser muy importante al momento de contar el numero de particulas para el
suministro de farmaco. [16]

1.2. Problematica

El area de la nanomedicina ha ido incrementando con el paso de los afios y con ello el uso de
nanoparticulas magnéticas, esto porque se buscan terapias menos invasivas y diagnosticos mas
rapidos [15,7]. Sin embargo, se ha estudiado muy poco acerca de la toxicologia que tienen las
nanoparticulas magnéticas [16] y a largo plazo podrian generar otro tipo de enfermedades o
padecimientos que podrian ser ain mas complejos de solucionar que el problema inicial. Por lo que
determinar el tipo de interaccion y posibles efectos adversos que puedan presentar las MNP en células
sanguineas es un paso clave para sus aplicaciones biomédicas.

1.3. Justificacion

La sangre es la encargada de proporcionar nutricion al cuerpo, oxigeno, proteccion inmunitaria al
organismo, mantiene el equilibrio del agua en el cuerpo, regula la temperatura, asi como de la
eliminacion de residuos por lo que, el cambio en alguna de las células que la componen podria
ocasionar cambios en morfologia y bioquimica, entre estas células cabe destacar a los eritrocitos [5].
Aunque existen diversos estudios en los que se utiliza NPMs en sangre poco se conoce sobre la
bioacumulacién que éstas puedan tener en los eritrocitos [6]. Asi mismo, los eritrocitos al ser los
encargados de eliminar el dioxido de carbono (COy) de los tejidos y de ser los encargados de llevar
el oxigeno a los 6rganos es vital que no se encuentren dafiados, pues no podrian cumplir sus funciones
vitales y por ende generar problemas en la salud.

1.4. Hipotesis

La interaccion de la sangre ovina con nanoparticulas magnéticas causa efectos como hemolisis a nivel
celular, lo cual permitira establecer parametros de seguridad para el manejo y disposicion de dichas
nanoparticulas.

1.5. Objetivo general

Evaluar la interaccion de nanoparticulas de magnetita en sangre a través del proceso de hemolisis y
la tincion de Perls.

1.5.1. Objetivos especificos

e Obtener nanoparticulas de magnetita (Fe3O4) y magnetita recubierta (Fe;O4@Si0z), mediante
la sintesis de coprecipitacion quimica y método Stober.

e (Caracterizar las NPs de Fe;04@SiO; para conocer morfologia, tamafio, cristalinidad, carga
superficial y propiedades magnéticas, por medio de microscopia electronica de barrido
(SEM), difraccion de rayos X (XRD), potencial zeta e histéresis magnética.

o Identificar el exceso de Fe en eritrocitos a través de tincion de Perls en sangre para observar
si hay aglomeracion de NPMs.

e Evaluar la interaccion de las nanoparticulas de magnetita recubiertas de silice en sangre
mediante la prueba toxicologica de agar sangre.
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Capitulo 2

Fundamento Teorico

2.1. Magnetita

La magnetita es un mineral que se forma a partir de la combinacidn de dos estados de oxidacion del
hierro (Fe*" Fe*"), lo cual le da propiedades magnéticas (las cuales se dan por los momentos
magnéticos de los distintos cationes de hierro del sistema se encuentran fuertemente acoplados).

En 1915 su estructura de la magnetita fue descrita por Bragg, por lo que fue el primer mineral al que
se le aplico difraccion de rayos x, dicha estructura es la de una espinela inversa (Figura 2). Su forma
cristalina es de un cubo centrado en las caras (FCC), los cuales se encuentran comunmente en el eje
de zona [1 1 1], con un valor de parametro de red de 0.839 nm [17].

Figura 2. Estructura magnetita

La magnetita a diferencia de los demds oxidos de hierro (hematita, wiistita, maghemita, goethita,
lepidocrocita, akaganeita, feroxihihita, ferrithidrita, bernalita) contiene ambos iones de hierro,
divalente y trivalente en su composicion, por lo que al no ser estequiométrica, tiene un cation
deficiente Fe III [11]. Tiene propiedad ferromagnética cuando se encuentra a temperatura ambiente,
con una temperatura de Curie de 850 K. [17]

El atomo de Fe tiene un fuerte momento magnético dado que se genera un cambio en el
comportamiento magnético por la inversion del espin, entonces los cuatro electrones no apareados en
sus orbitales 3d forman cristales de atomos de hierro, de lo cual surgen diferentes estados magnéticos.
[12] Por lo que, se considera un material ferromagnético; el ferromagnetismo es un fenomeno fisico
en el que se produce un ordenamiento magnético de todos los momentos magnéticos del material en
la misma direccion y sentido. [18]

Asi mismo, las nanoparticulas de Fe;O4 se consideran como materiales de primera clase para
aplicaciones biomédicas debido a su excelente magnetismo blando, esto significa que, tienen alta
magnetizacion de saturacion, baja fuerza coercitiva, buena compatibilidad y baja citotoxicidad
cuando tienen morfologia esférica. [16,17] La maghemita (y-Fe,Os) y la magnetita (Fe;O4) son las
principales nanoparticulas magnéticas utilizadas con fines biomédicos debido a su bajo coste, su
sencilla preparacion, su baja toxicidad y su biocompatibilidad al recubrirse. [16] Sin embargo, las
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NPMs podrian contribuir al desarrollo de efectos toxicos como el estrés oxidativo, la embriotoxicidad,
mutagenicidad, genotoxicidad y embolia vascular. Esto es debido a la aglomeracion de NPMs en el
torrente sanguineo, la activacion del sistema inmunitario y los procesos inflamatorios. [17]

Ademas, aunque la dosis de 6xidos de hierro administrada, por ejemplo, por via intravenosa es del
1.25-5% del suministro total de hierro en el cuerpo, la focalizacion magnética en un érgano especifico
de los 6xidos de hierro para maximizar los beneficios del tratamiento o el diagndstico, el cual conduce
a sus altas concentraciones en sus organos objetivo. [18] Por lo anterior, esta sobrecarga local de
hierro puede conducir a altos niveles de concentracion de iones de hierro libre en el tejido y con ello
provocar reacciones celulares aberrantes, como citotoxicidad, estrés oxidativo y procesos
inflamatorios. [17]

2.2. Recubrimientos biocompatibles con nanoparticulas de Fe**Fe;,** Q4

A menudo se emplean polimeros para recubrir la superficie de las nanoparticulas durante o después
de la sintesis, esto para evitar la aglomeracion. La repulsion electrostatica ayuda a dispersar las
nanoparticulas y mantenerlas en un estado coloidal estable. Las propiedades superficiales de las
particulas magnéticas son los principales factores que determinan la estabilidad coloidal de los
ferrofluidos [3].

Tales recubrimientos son el polisacarido dextrano, el cual es homopolisacarido de alto peso molecular
formado por unidades de D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos a (1-6) donde el grado de
ramificacion en las cadenas varia segin el origen de la dextransacarasa, la enzima que sintetiza
dextrano [18].

El poli vinil alcohol (PVA) es un polimero hidrosoluble que se presenta en forma de granulos o polvo
blanco. Forma un coloide en agua caliente, pero es insoluble en agua fria [18]. Por sus propiedades
emulsionantes proporciona una envoltura biocompatible, cationica e hidrofilica [19].

Finalmente, el dioxido de silicio (SiO,) (Figura 3), es un material que forma una cubierta de
diferentes grosores alrededor de los nucleos magnéticos de las NPMs. Por lo que al tener una carga
negativa las NPMs son dispersables y muy estables en soluciones acuosas [20].

Figura 3. Estructura quimica del SiO, [16]

Los recubrimientos de silice son hidrofilicos que pueden modificarse con otros grupos funcionales,
por eso tienen ventajas derivadas a la estabilidad en condiciones acuosas (si el pH es entre 3 y 4),
modifica la superficie, facilita las interacciones intermoleculares tanto en solucion como dentro de
las estructuras, mediante la variacion del grosor de la capa [12]. Dicho grosor varia de acuerdo con
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la concentracion de amonio, asi como la relacion entre el tetraetoxisilano (TEOS) y H»O [3]. Dado
que la silice y la superficie de la magnetita tienen gran afinidad el deposito y adhesion es sencilla [3].

2.3. Sistema vascular

Un sistema circulatorio es cualquier sistema de fluidos en movimiento que reduce la distancia de
difusion funcional que los nutrientes, gases y productos de desecho metaboélicos, independientemente
de su origen embrioldgico o de su disefio. [20] El sistema circulatorio es el encargado de bombear,
transportar y distribuir la sangre por todo el cuerpo, integrandose con el corazén y los vasos
sanguineos (arterias, venas y capilares). [21] las arterias son las encargadas de transportar sangre
oxigenada del corazon a los tejidos, mientras que las venas llevan la sangre no oxigenada en direccion
del corazon y los capilares son el sitio en donde se tiene lugar el intercambio de nutrientes y gases
entre la sangre y los tejidos. [22]

El sistema vascular sanguineo esta formado por espacios llenos de sangre (vasos, senos, hemoceles
y/o o6rganos de bombeo) dentro del compartimento de tejido conjuntivo, que es continuo alrededor y
entre todas las capas de tejido del cuerpo. Por ejemplo, en los invertebrados los espacios estan
revestidos solo por la matriz. Los vertebrados han desarrollado un revestimiento celular secundario,
denominado endotelio. [23]

De igual forma, el sistema vascular sanguineo sirve para el transporte de sustancias como nutrientes,
oxigeno y dioxido de carbono, asi como la regulacion del calor (esto mediante flujo contracorriente),
ultrafiltracion (rifion), defensa (mediante el suministro de factores de coagulacion, células
inmunitarias) e integracion de todo el organismo (regulacion hormonal). [24]

La sangre como se mencion6 es importante para el correcto funcionamiento del cuerpo, por lo que se
infiere que un mal funcionamiento de esta podria alterar no solo el correcto funcionamiento de
organos y sistemas, sino que esto a su vez pudiera causar dafos cronicos en el organismo.

2.4. Tipo de lisis

Anteriormente se mencioné la importancia de la sangre en el organismo para su correcto
funcionamiento. Por lo que, al haber un tipo de ruptura de los globulos rojos, su funcionamiento se
ve afectado lo que ocasiona que la lisina salga de la membrana celular. [25] La lisis celular es un paso
esencial en muchos estudios relacionados con la biologia y la medicina. Existen distintos tipos de
lisis; en funcion de la escala y el medio en que se realiza la lisis celular, existen tres tipos principales
de lisis celular: 1) Lisis mecénica, 2) lisis quimica y 3) lisis por bacterias.

1) Lisis mecanica: la membrana celular se rompe fisicamente mediante el uso de pura fuerza.
La técnica consiste en dafiar directamente la estructura celular para liberar los componentes
intracelulares. [26]

2) Lisis quimica: se utilizan tampones de lisis para romper la membrana celular. Se utilizan los
detergentes para solubilizar las proteinas de membrana y romper a la membrana celular para
liberar su contenido. [27]

3) Lisis por bacterias: lisis provocada por accion de enzimas bacterianas y se clasifican en tres
tipos (Figura 4)

Hemélisis alfa es una lisis parcial de eritrocitos que produce una coloracion verde que se
observa alrededor de las colonias, esto por la liberacion de un producto de degradacion de la
hemoglobina llamado biliverdina [28].

Hemdlisis beta es un halo de hemolisis completamente claro [28].
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Hemoélisis gamma es la ausencia de hemolisis [28].

Figura 4. Tipos de hemolisis a) a-hemdlisis, b) B-hemolisis y ¢) y-hemolisis [28,29]
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Capitulo 3

Metodologia

3.1. Sintesis de nanoparticulas de Fe;O4 y Fe3;O0s4@SiO:: método de
coprecipitacion quimica y método Stober

Una de las metodologias utilizadas para obtener NPMs fue coprecipitacion quimica (Figura 5),
mediante la cual se prepararon y mezclaron una solucion de FeCl; 0.5 M y FeSO4 0.5 M con bafio
ultrasénico (BRANSON 1510) durante un tiempo de 15 minutos en una atmdsfera inerte. Después
mediante goteo lento se agregdé NH4OH en bafio sonico durante 15 minutos. Posteriormente se
hicieron lavados con etanol (EtOH) hasta obtener un pH neutro. [28] Finalmente se calcind en la
mufla a distintas temperaturas: 120, 160, 200, 350 y 600 °C.

Para recubrir las NPMs se dispersaron 0.1 g de NPMs en una solucion de 80 ml de EtOH, 10 ml de
agua destilada y 4 ml de NH4OH (30 %) en bafio ultrasénico (BRANSON 1510) durante 15 minutos.
Después de agrego6 una solucion de 24 ml de EtOH con 0.5 ml de TEOS (tetraetilo ortosilicato) en
bafio ultrasonico durante 15 minutos. Se procedid a realizar lavados con EtOH por triplicado para
colocar en horno de conveccion durante un tiempo de 12 h a 50 °C. [29]

Sintesis de nanoparticulas de Fe304@Si02 por coprecipitacion quimica

O NHa0OH
T=120°C @
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+ 1 min =k EtOH+H0+NH:0H
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nerts N || |
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e e A—— 4
- ® | @
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suspendido en
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Figura 5. Sintesis de nanoparticulas de Fe3O4y Fe304@SiO, por coprecipitacion quimica

3.2. Sintesis de nanoparticulas de Fe3Os y Fe;O4@SiO2: método de
reduccion quimica y método Stober

Para el método de reduccion quimica se disolvieron 0.27 g de FeCls en 20 ml de agua destilada y se
mezclaron con una solucion de 0.55 g de pirrol (CsHsN) en 20 ml de agua destilada. Posteriormente
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se afiadi6 lentamente una solucion de 0.75 g de borohidruro de sodio (NaBH4) en 10 ml de agua
destilada con agitacion magnética. [30] (Figura 6)

Sintesis de nanoparticulas de Fe304@Si02 por reduccion quimica
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Figura 6. Sintesis de nanoparticulas de Fe3O4y Fes04@SiO; por reduccion quimica

Para el recubrimiento se utilizo el mismo método de Stober mencionado en sintesis de coprecipitacion
quimica.

La caracterizacion fisicoquimica se realizé mediante técnicas de microscopia electronica de barrido
(SEM), microscopia electronica de transmision (TEM) la cual se realizé con un microscopio JOEL
JEM 2000 FX, Potencial Z utilizando un ZETASIZER ULTRA MALDS, histéresis magnética y
difraccion de rayos X (XRD). XRD se realizo por método de polvo fino con un difractéometro
BRUKER D8 ADVANCE con radiacion CUy,, con longitud de onda de 0.15405 nm dentro de un rango
de 26 de 10-100 °.
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3.3. Determinacion de lisis en agar sangre

Se suspendieron 4 gramos del medio (mezcla de infusién de musculo de corazén, peptona, cloruro de
sodio y agar) en 100 mL de agua destilada. Se dejo reposar por 5 minutos y después se mezclo hasta
obtener una consistencia homogénea. Luego se calentd con agitacion constante e hirvid durante 1
minuto para su disolucion total. [31]

Posteriormente se esterilizo a 120 °C durante 20 minutos. Una vez terminado se preparo el agar sangre
donde se agregd un 10 % de sangre ovina desfibrinada y estéril al medio previamente fundido y
enfriado a 40-50 °C, se homogenizo6 y finalmente se distribuy6 uniformemente en placas de Petri
estériles. Para la colocacion de la muestra fue necesario estriar sobre la placa de Petri con el agar
sangre a una temperatura de 35-37 °C incubado durante 48 horas (Figura 7). [31]

Agar sangre

Consistencia \ 120° C

I homogénea 20 min.
4 1 min \ e L 4

Coocar

. ! sjaPl
m "III"
'iiiil[ Homogenizar

Incubar 48h

Figura 7. Metodologia para preparar placas de agar sangre

Una vez realizada la caracterizacion fisicoquimica se procedié a realizar analisis de agar sangre para
estudiar las NPMs y poder discernir entre los distintos tipos de hemolisis. Los resultados mostrados
a continuacion fueron realizados con diluciones de nanoparticulas magnéticas obtenidas por dos
métodos de sintesis diferentes, coprecipitacion quimica asistida por ultrasonido y reduccion quimica
a distintas temperaturas de calcinacion (120, 160, 200, 350 y 600 °C). Asi mismo, se realizd
recubrimiento de las nanoparticulas mediante el método de Stober, por lo que el estudio se llevo a
cabo con 252 muestras de agar sangre (de cada temperatura de calcinacion, las cuatro diluciones
0.0001, 0.001, 0.01 y 0.1 mg/ml se realizaron por triplicado), los cultivos de agar sangre fueron
realizados con el 10 % de sangre de carnero, dejando incubar 48 horas a una temperatura de 37 °C.
Una vez transcurrido el tiempo se procedio a colocar las nanoparticulas magnéticas (NPMs) (se aplico
1 ml de cada dilucidn para cada prueba) haciendo un ligero movimiento de agitacion para esparcir
uniformemente las nanoparticulas, posteriormente se dejo incubar los cultivos de agar durante 24
horas mas a temperatura de 37 °C. Después de este tiempo se procedié a tomar las fotos y observar
los resultados de la interaccion de las NPMs con el agar sangre. A continuacion, se detalla Tabla 1
con los criterios de analisis de hemolisis alfa, beta y gamma.
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Tabla 1. Parametros de analisis

22

Variable

Tipo de
variable

Indicadores

Escala de
medicion

Valor

Resultado
observable

Hemolisis
alfa

Cualitativa

Destruccion
parcial de
los globulos
rojos,
seguida de
una
coloraciéon
verdosa

Nominal

a) Presencia
b) Ausencia

Hemolisis
beta

Cualitativa

Destruccion
total de los
globulos
1rojos,
seguida de
tener
ausencia de
color o muy
clara

Nominal

a) Presencia
b) Ausencia

Hemolisis
gamma

Cualitativa

No hay
presencia de
actividad
hemolitica
ni cambio
en
coloracion

Nominal

a) Presencia
b) Ausencia

3.4. Determinacion de exceso de hierro por tincion de Perls

Se realizaron raspados de las placas de agar sangre y se fijaron con metanol, después se lavaron con
agua destilada tres veces. Luego se anadié una mezcla de partes iguales de ferrocianuro de potasio al
2 % y acido clorhidrico (HCI) exento de hierro (Fe) al 2 %. Una vez terminado este proceso se dejo
reposar durante 1 hora a temperatura ambiente y pasado este tiempo se lavd con agua destilada. Por
ultimo, se agregd una solucion de safranina durante un lapso de 30 a 45 segundos. Finalmente se
observo en microscopio optico los precipitados de azul de Prusia (Figura 8) [32]. Tomando como
referencia los pardmetros desplegados en Tabla 2.
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Capitulo 4

Discusion de Resultados

4.1. Caracterizacion fisicoquimica de Fe;04y Fe;04@SiO:

De acuerdo con lo obtenido mediante SEM se observa que las NPMs (nanoparticulas magnéticas), en
un aumento de 20 pum sintetizadas por el método de coprecipitacion quimica (CQ), no tienen una
morfologia definida que aun al aumentar la temperatura de calcinacion no se presenta cambio.
(Figura 9)

b) )

Y

10004 20012 2021706730 0k 20um 30020 708730 50k 20um
CGEOQ, UNAM CGEOD, UNAM CGEO, UNAM

Figura 9. Fe;0s sintetizadas mediante CQ a) 120 °C, b) 160 °C y ¢) 200 °C

Se observa en la Figura 9 una morfologia de hilos que al aumentar la temperatura de calcinacion se
van compactando. Sin embargo, en ambas sintesis se logra observar que hay pequefias particulas
dentro de los aglomerados en Figura 9 y Figura 10 por lo que se realiz6 un analisis TEM para obtener
un tamafio promedio de particula. c)

c0045 2021/06/30
CGEO, UNAM

2021106730 — 60k 20um

CGEO, UNAM

Figura 10. Fe;0; sintetizadas mediante RQ a) 120 °C, b) 160 °C y ¢) 200 °C
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Figura 11. Fe30;4 a) sintetizada mediante CQ a 120 °C y b) sintetizada mediante RQ a 120 °C

b)

25

Se observa en la Figura 11 a) que el tamafio promedio de particula es de 27.54 nm y 19.93 nm,
mientras que la Figura 11 b) al ser una morfologia de hilos se obtiene un tamafo promedio de 52.28

nm a una temperatura de calcinacion de 120 °C.

Una vez obtenida la morfologia y tamafio promedio de particula se procedio a realizar el analisis de
las particulas en suspension a través de Potencial Z, tanto en NPMs con recubrimiento y sin
recubrimiento, lo cual nos proporcioné informacion sobre la estabilidad coloidal y distribucion del
tamafio de éstas. En la Figura 12 se muestran los resultados de NPMs sin recubrir en CQ
(coprecipitacion quimica), RQ (reduccion quimica), asi también como de CQ y RQ recubiertas en la

temperatura de 200 °C.
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Figura 12. Distribucion de tamafio de Fe3O4 sintetizadas mediante a) CQ 200 °C, b) RQ 200 °C, ¢) CQ
recubierta 200 °C y d) RQ recubierta 200 °C

En la Figura 12 se observa que la distribucion de tamafio de particula va disminuyendo cuando se
cambia de sintesis a la misma temperatura y a su vez, va modificandose cuando se cambian las
condiciones, es decir, cuando se recubren. Se puede obtener que 654.58 nm en CQ y 162.24 nm en
RQ, esto nos podria explicar que las NPMs en CQ tienen una menos uniformidad en su distribucién
a comparacion de RQ. [33] Asi mismo, se observa que al recubrirse las NPMs se hacen mas uniforme,
sin embargo, en RQ se obtuvo que posiblemente el recubrimiento no fue tan uniforme. [34]

En relacion con la distribucion de las NPMs obtenidas por los dos tipos de sintesis obtuvimos lo
mostrado en la Tabla 3.

Tabla 3. Distribucion de Fe3O4 a distintas temperaturas a dos sintesis con y sin recubrimimiento

Sintesis Temperatura (°C) Tamaiio (d.nm)
Coprecipitacion quimica 120 2297.30962
160 374.601
200 654.58276
120 170.26904
160 374.601
200 162.2435
Coprecipitacion quimica 120 152.12038
recubierta 160 325.76379
200 570.10944
Reduccion quimica 120 246.05563
recubierta 160 374.28181
200 569.76744

En la Tabla 3, se percibe que en RQ se obtiene una mejor distribucion de particula a distintas
temperaturas, mientras que en CQ se analiza que es menor uniforme. Sin embargo, al aumentar la
temperatura de calcinacion mejora la distribucion de las NPMs. Cuando se recubren las NPMs el
radio hidrodindmico mejora. Aunque el cambio es minimo, se procedi6 a realizar estabilidad coloidal
(Figura 13) para estudiar como influia esta distribucion de particulas.
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Figura 13. Estabilidad coloidal de NPMs a) CQ 200 °C, b) RQ 200 °C, ¢) CQ recubierta 200 °C y d)
RQ recubierta 200 °C.

Como se puede analizar en la Figura 13 la estabilidad coloidal de las NPMs es mejor cuando se
recubren, en las NPMs sintetizadas con método CQ se ve un cambio considerable, dado que varia de
20.26 mV y -4.46 mV a -46.76 mV. Asi mismo, se observa que en RQ la estabilidad coloidal cambia,
pasando de -14.50 mV a 45.22 mV. En la Tabla 4 se despliegan los valores obtenidos en las diferentes
temperaturas de calcinacion.

Tabla 4. Valores de potencial Zeta a distintas temperaturas

Sintesis

Coprecipitacion quimica
recubierta

120
160
200
120
160
200
120
160
200

Temperatura (°C)

Potencial zeta (mV)

6.39535
3.11218
-4.46876
7.02234
-7.82034
-14.50068
-52.34838
34.39352
-46.76243
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Reduccion quimica recubierta 120 17.15686
160 18.59325
200 45.22344

Cuando se sintetizan las NPMs por CQ no se obtiene una buena estabilidad coloidal, en CQ 120 °C
se obtiene un valor de 6.39535 mV que al aumentar la temperatura de calcinacion mejora a 200 °C
(Figura 13) con un valor de 20.26904 mV. Sin embargo, se obtienen valores inferiores de 30 mV, el
cual es un indicativo de poca estabilidad coloidal [34]. En el valor de RQ a 120 °C se obtuvo una
estabilidad coloidal de 7.02234 mV, pero al ser calcinadas a 160 °C se obtiene un valor de -7.82034
mV y en CQ 200 °C mejora ligeramente la estabilidad coloidal de -14.50068 mV, por lo que al
comparar las dos sintesis CQ y RQ hay menor estabilidad en RQ. Sin embargo, cuando se recubren
las NPMs (CQ y RQ), en CQ recubierta mejora la estabilidad coloidal cambiando de 6.39535 mV a
-52.34838 mV, lo cual indica una buena estabilidad coloidal por lo que se puede inferir que el
recubrimiento confirid estabilidad. No obstante, en RQ recubierta (120 °C y 160 °C) se observa que
mejora la estabilidad coloidal, aunque al aumentar la temperatura mejora la estabilidad coloidal. [34]

Para analizar la magnetizacion de las NPMs se realizd Histéresis Magnética, se muestran los
resultados en Figura 14a y Figura 14b.
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Figura 14. Curvas de magnetizacion de FesO4 a) CQ 120 °C, 160 °Cy 200 °C; b) RQ 350 °C y 600 °C

En Figura 14a se observa que las NPs sintetizadas mediante CQ tienen un comportamiento
superparamagnético porque ocurre un cambio magnético por una inversion del espin [35] cual nos
puede indicar que hay presencia de NPs que ocasionan que las NPs tiendan a generar agregados,
obteniéndose un comportamiento histérico. [36] En la Figura 14b se observa que las NPMs
sintetizadas mediante RQ presentan bucles histéricos resultando un comportamiento ferromagnético
con cambio en la magnetizacion paramagnética. [36]

Finalmente, en la caracterizacion fisicoquimica se realizo XRD para confirmar la presencia de la
estructura cristalina correspondiente del material Fe;O4 y Fe;04@SiO; (Figura 15) y se compararon
con los difractogramas de la base de datos de Materials Project (mp-19306, mp-716814).

Obteniéndose que en el material hay distintas fases cristalinas como magnetita, hematita, wiistita y
hematita en distintos porcentajes, asi como el tamafio de cristalito.
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Para realizar el calculo del tamafio de cristalito de cada una de las muestras se utilizd el método de
Williamson-Hall y Debye-Scherrer. Resultando distintos tamafios de cristalito como se puede
observar en Tabla 5.

Tabla 5. Tamafio de cristalito

Método

Sintesis

Temperatura (°C)

Debye-Scherrer Williamson Hall (nm)
(nm)

Coprecipitacion 120 21.95 19.19
160 24.47 39.47

quimica 200 17.77 31.6
350 24.56 21.19

600 32.61 86.04

Reduccion quimica 120 89.74 91.12
160 41.08 39.05

200 33.61 35.67

600 26.62 41.52
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Coprecipitacion 120 11.45 5.82
quimica recubierta 160 14.02 15.23
200 21.69 155.43
Reduccion quimica 120 1.56
recubierta 00 B2
200 7.88

Los cristalitos de mayor tamafio se obtuvieron por coprecipitacion quimica, esto podria deberse a la
morfologia amorfa con la que cuentan, como se observd en SEM (Figura 9). Por consiguiente, los
valores de tamafio promedio de cristalitos mas acertados son los calculados por Williamson-Hall,
debido a que utiliza la regresion lineal del tamafio de los cristalitos. [32]

En la sintesis de reduccion quimica se pueden ver pocas reflexiones con mayor intensidad, esto podria
deberse a su morfologia que se observo en TEM, por lo que las nanoparticulas al tener forma de
nanohilos es probable que crezcan orientados en una direccion, a diferencia de los aglomerados que
crecen de forma desordenada.

Para el célculo de las fases cristalinas (Tabla 6) se propuso utilizar la ecuacion (1) para obtener un
porcentaje de las distintas fases cristalinas, hay que resaltar que los porcentajes con la formula
propuesta no son de cantidad de masa, sino con las intensidades que arrojaron los difractogramas.
[36]

Area de fase total

% fase = * 100

Area de reflexiones total
(1]

Tabla 6. Porcentajes de fases

Sintesis Temperatura Porcentaje de fase
Magnetita  Hematita Wiistita  Maghemita

Coprecipitacion 74.94 5.17 4.69 15.16
72.97 7.35 3.83 15.82
s 82.13 - - 17.86
67.44 45.51 4.34 17.31
32.15 41.93 13.04 12.85

Reduccion 91.1 8.89 - -

94.84 5.15 - -

quimica 94.04 5.95 - =
18.36 58.5 14.65 8.46
Coprecipitacion 85.06 - - 14.93
quimica 81.71 - - 18.28
recubierta 79.26 = - 20.73

Las NPs sintetizadas por CQ en comparacion con las sintetizadas por RQ obtuvieron mayor
porcentaje de magnetita (Tabla 6), esto se le podria atribuir al uso de atmosfera inerte en la sintesis,
esto ayudo a que el producto final tuviera menos tiempo de exposicion a la oxidacion a comparacion
de las de reduccion quimica. Asi mismo, comparando las NPs sintetizadas por CQ y RQ recubiertas
se obtiene que en las de RQ al recubrirse se obtiene mayor porcentaje de magnetita a comparacion de
las sintetizadas por CQ recubiertas, esto podria deberse a la formula que se utilizo para calcular los
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porcentajes de fases presentes en las nanoparticulas, en la cual se baso de acuerdo con las reflexiones
de las distintas fases.

La sintesis que mayor porcentaje de magnetita se obtuvo fue la de coprecipitacion quimica, esto se
podria atribuir a la atmdsfera inerte que evitd que se oxidaran al momento de la sintesis. Los tamafios
promedio de cristalitos de mayor tamafio se obtuvieron por coprecipitacion quimica, esto podria
deberse a la morfologia amorfa con la que cuentan, como se observé en SEM y TEM. Por
consiguiente, los valores de tamafio promedio de cristalitos mas acertados son los calculados por
Williamson-Hall, debido a que utiliza la regresion lineal de los cristalitos. [32] Algo importante a
destacar también es que cuando se calculd el porcentaje aproximado de las fases cristalinas de acuerdo
con las intensidades, en el angulo de 35° y 62° se encontraban muy intensas y definidas, esto porque,
corresponden a distintos planos de magnetita, hematita, wiistita y maghemita, lo que nos indica que
las intensidades en estos dngulos no se le podria atribuir al cien por ciento a la magnetita. El método
propuesto para el analisis de porcentaje de fase no podria indicarnos cuantitativamente que porcentaje
especifico de las diferentes fases se encuentra en las reflexiones de 35° y 62°. Al no tener una buena
calidad cristalina como en las de coprecipitacion quimica, las reflexiones que se observan son muy
pequefias que se podrian perder con el ruido que los difractogramas presentados. Con esto podemos
conocer las caracteristicas fisicoquimicas que nos serviran de base para comprender su
comportamiento en las pruebas bioldgicas. A continuacion, en Tabla 7 se despliegan los valores de
agar sangre y tincion de Perls.

31



4.2. Pruebas toxicologicas

32

Tabla 7. Resultados de agar sangre y tincion de Perls de NPMs obtenidas por CQ, RQ, CQ recubiertas y RQ
recubiertas a concentracion de 1 mg/mL

Sintesis Temperatu Concentracién Valor Resultado Valor Resultado
ra (°C) (mg/mL)
Presencia =T el
de Ausencia | 4« .
hemdlisis Fe 0k e
¥ : :
( !Ontrol Prosencia de
hemodlisis B Presencia
IFe
Coprecipitacion 120 1 * IAusencia
quimica Fe
160 * IPresencia
IFe
200 * IPresencia
IFe
350 * IPresencia
Fe
600 Presencia Presencia
de Fe
hemolisis
Y
Reduccion 120 * IPresencia
quimica Fe
160 Presencia Prese
de ncia
hemolisis Fe
Y
200 * Prese
ncia
Fe
350 Presencia Presencia
de Fe
hemolisis
Y
600 * Presencia
Fe
Coprecipitacion 120 * lAusencia
quimica Fe
recubierta
160 * IAusencia
Fe
200 * IPresencia
Fe
350 * Prese
ncia
Fe
600 * IPresencia
IFe
Reduccion 120 Presencia IAusencia &4-’ 3
quimica de Fe 4
recubierta hemolisis 1
Y
160 Presencia IPresencia
de IFe
hemolisis
Y
200 Presencia IPresencia
de IFe
hemolisis
Y
350 Presencia Presenma
de
hemolisis
Y
600 ® Presen01a 1
IFe

5 i
Los resultados que tienen (*) indican que no corresponden a alguin tipo de hemolisis, estos resultados corresponden a una
acumulacion de las NPMs en el agar sangre
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Comparando ambas sintesis sin recubrir se observa que hay mayor hemolisis gamma en los agares
que interactuaron con nanoparticulas sintetizadas por coprecipitacion quimica que los de reduccion
quimica. Sin embargo, se observé mayor acumulacion de nanoparticulas magnéticas en los agares
que interactuaron con nanoparticulas magnéticas sintetizadas por método de reduccion quimica, esto
se podria deber a su poca estabilidad coloidal que presentan de acuerdo con lo analizado en Potencial
Zeta. [47] En las dos sintesis recubiertas, se obtuvo que hay mayor acumulacion de nanoparticulas
magnéticas en las sintetizadas por coprecipitacion quimica que en las de reduccidon quimica, esto
podria deberse a su morfologia, que las nanofibras lograrian internalizarse. [47] pero en
coprecipitacion quimica recubierta y sin recubrir se observa que se obtuvo mayor acumulacién en las
nanoparticulas recubiertas que en las no recubiertas y en reduccion quimica recubierta y sin recubrir
se observa que hay mayor hemolisis gamma en las recubiertas que en las no recubiertas y mayor
acumulacion en las no recubiertas, esto podria deberse a que con el recubrimiento lograrian ser mas
biocompatibles, permitiendo su absorcion sin causar un dafio aparente.

Asi mismo, las nanoparticulas magnéticas (NPMs) en ambas sintesis se acumularon en la superficie
de los agares sangre, obteniéndose asi dos posibles resultados acumulacion 6 hemolisis gamma, es
decir, que no se observo hemolisis tipo alfa o beta causado por las NPMs, por lo que se si bien el uso
de agar sangre ha sido utilizado a lo largo de la historia para pruebas bacterianas en 2018 Khan et al.,
utilizaron agar sangre para estudiar la hemolisis de AuNPs (Nanoparticulas de Oro) en donde no
obtuvieron biocompatibilidad. [49]

Estos resultados de acumulacion en la superficie podrian deberse a que son materiales que tienden a
la aglomeracion de acuerdo con los resultados observados en potencial zeta, asi como del tamafio de
cristalito y de las fases presenten en las NPMs, el dafio y la bioacumulacion no se podria atribuir cien
por ciento a la magnetita porque hay otras fases de hierro y en distintos porcentajes como se analizo
en XRD.

Comparando las dos sintesis se obtuvo que las nanoparticulas con mayor presencia de hierro en
superficie son las sintetizadas por coprecipitacion quimica. Asi mismo en coprecipitacion quimica
tanto recubiertas y no recubiertas, se obtuvo una mayor presencia de hierro en las NPMs no
recubiertas. Las nanoparticulas recubiertas y no recubiertas de reduccion quimica se observaron que
hay mayor presencia de hierro en las nanoparticulas no recubiertas que en las recubiertas.

La tincion de Perls fue 1til para corroborar que hubiera hierro en los agares una vez pasado el tiempo
de interaccion con las NPMs. Sin embargo, aunque se observo en los resultados de agar presencia de
bioacumulacion de NPMs en la superficie, al realizar tincion de Perls no en todos los casos dio
positivo a esta prueba y esto podria ser resultado que cuando s realizaban los raspados de agar para
colocarlos en el portaobjetos pudieran quedarse en las espatulas con las que se realizaban.
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Capitulo 5

Conclusiones

Las NPMs cambian sus propiedades fisicoquimicas son diferentes cuando se cambia el método de
sintesis, esto quiere decir, que la morfologia cambia, esto porque se tienen diferentes reactivos, lo que
les confiere propiedades diferentes, como lo es la morfologia, cristalinidad, tamafo promedio de
cristalito y magnetismo, estas propiedades a su vez se ven modificadas por la temperatura de
calcinacion; por lo observado en XRD a menores temperaturas se obtiene mayor porcentaje de
magnetita.

La disminucién de la cantidad de magnetita con el aumento de la temperatura de calcinacion se ve
afectada por la oxidacion que se provoca en la magnetita, lo que provoca que se generen otras fases
cristalinas (wiistita, hematita y maghemita).

De igual forma al modificar la sintesis, su comportamiento magnético también se ve afectado, en CQ
se obtuvo un comportamiento superparamagnético, esto por la presencia de NPs que tienden a la
aglomeracion, mientras que en la sintesis de RQ tienen un comportamiento ferromagnético, lo cual
genera cambios en la estabilidad coloidal, mientras que en CQ se obtiene una mejor estabilidad
coloidal, en RQ se ve afectada esta estabilidad coloidal. Asi mismo, en ambas sintesis al recubrirlas
se obtuvo mejor estabilidad coloidal

En los andlisis de agar sangre se obtuvo mayormente acumulacion de NPMs en la superficie de los
agares y hemolisis gamma, la cual es un indicativo de ausencia de hemdlisis. Esto se pudo deber a
algunos factores como que agar sangre no es propiamente una técnica de analisis toxicoldgico, lo cual
no colabor6 con una interacciébn mas directa con la sangre ovina. Dado que agar sangre no es
propiamente una prueba utilizada en nanotecnologia, dado que atn se estan construyendo protocolos
para poder discernir la toxicidad, la nanotecnologia al ser una ciencia relativamente nueva aun se
encuentra en investigacion para estandarizar protocolos que permitan conocer los dafios presentes y
futuros al utilizar NPMs. Sin embargo, al proponer una alternativa in vitro, se pudo obtener que no es
una técnica que se pudiera utilizar para trabajos futuros. De igual forma, en la tincion de Perls se
obtuvieron en su mayoria exceso de hierro, esto pudiera deberse a que las NPMs se bioacumularon
en la superficie, porque al realizar la tincion de Perls reaccioné con las NPMs de la superficie,
generando una colocacion azul.
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Capitulo 6

Perspectivas

Con lo obtenido en la investigacion realizada, se propone que el trabajo continlie para cubrir aspectos
restantes, tales como:

. Cambiar la metodologia de analisis para discernir hemolisis. Se propone poner en contacto
directo las NPMs con la sangre a concentraciones mayores de NPMs.

. En el método de sintesis de RQ se propone utilizar atmosfera inerte como en el caso de CQ
para mejorar la calidad cristalina.

. Una vez realizada la interaccion de las NPMs con la sangre realizar una prueba de ferritina
para cuantificar el exceso de hierro en la sangre y de esta forma establecer parametros.
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ANEXOS

A.1. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Los ojos humanos tienen algin limite y son capaces de resolver dos puntos que estan a 0.2 mm entre
si, lo que se denomina poder de resolucion del ojo humano. Sin embargo, mediante la adicion de una
lente o un grupo de lentes (ojo asistido), el ojo humano esta capacitado para una alta resolucion y
puede resolver los dos puntos que estan mas cerca de 0.1-0.2 mm entre si. Todo lo que esté por debajo
de 0.1-0.2 mm requiere algin tipo de aumento; por lo tanto, para superar estas limitaciones de la vista
humana, el microscopio fue desarrollado y como una herramienta de aumento eficaz. El microscopio
tiene una resolucion mucho mayor y se ha utilizado como una poderosa herramienta para estudiar y
caracterizar una amplia gama de materiales. [50]

El SEM es un instrumento avanzado y versatil que se emplea en gran medida para observar los
fenémenos superficiales de los materiales. La muestra se dispara en un SEM utilizando electrones de
alta energia, y se analizan los electrones/rayos X salientes. Estos electrones/rayos X salientes
proporcionan informacién sobre la topografia, la morfologia, la composicion, orientacion de los
granos, informacion cristalografica, etc. de un material. La morfologia indica la forma y el tamafio,
mientras que la topografia indica las caracteristicas de la superficie de un objeto o "su aspecto", su
textura, suavidad o rugosidad. Asimismo, la composicion significa los elementos y compuestos que
constituyen el material, mientras que la cristalografia significa la disposicion de los atomos en los
materiales. E1 SEM es el aparato lider que es capaz de lograr una imagen visual detallada de una
particula con una alta calidad y una resolucion espacial de 1 nm. [51-53]

Los aumentos de este tipo de aparatos pueden llegar a ser de hasta 300.000 veces por lo que el SEM
se utiliza so6lo para visualizar imagenes de la superficie de un material y no da ninguna informacion
interna. [57] Sin embargo, se sigue considerando como un potente instrumento que puede utilizarse
para caracterizar caracteristicas cristalograficas, magnéticas y eléctricas de la muestra y para
determinar si cambios morfologicos de la particula después de modificar la superficie de la muestra
con otras moléculas. [54] El SEM es capaz de proporcionar varias informaciones cualitativas de la
muestra, incluyendo su topografia, morfologia, composicion e informacion cristalografica. En otras
palabras, proporciona informacion sobre las caracteristicas de la superficie y la textura, la forma, el
tamafio y la disposicion de las particulas que se encuentran en la superficie de la muestra. El tipo de
elementos y compuestos de la muestra y sus proporciones relativas, asi como la disposicion de los
atomos en las particulas monocristalinas de los atomos en las particulas de un solo cristal y su grado
de orden. [54-57]

Fundamento

El SEM dispone de un portamuestras especifico en el que se debe fijar el trozo que contiene la muestra
en la superficie. Generalmente, se utiliza una llave de carbdon para pegar la muestra. En primer lugar,
debe fijarse una llave de carbono de dos caras en el soporte y, a continuacion, se colocara una fina
capa de material en la llave de carbono. una capa delgada o una pequefia cantidad de material, porque
la capa delgada se adhiere correctamente a la toma de carbono, lo que reduce el problema de la carga
y ayuda a obtener una buena imagen. Algunos requisitos son necesarios cuando se realiza analisis de
SEM. Ademas, cuando se utiliza el SEM, las muestras tienen que ser eléctricamente conductoras para
evitar la sobrecarga en la superficie. Esta sobrecarga puede introducir un brillo extremo y unas
imagenes pobres. Por ello, las muestras no conductoras, como los polimeros se suelen recubrir con
sputter [58] con una fina capa de carbono [59] o metal que refleja facilmente los electrones y
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proporciona una superficie conductora para los electrones, por ejemplo, el oro y el platino. [60, 62]
Los materiales no conductores deben ser pulverizados para reducir el problema de la carga. A
continuacion, el trozo de cubierta de la muestra se fijara en él y se colocara en la cdmara de muestras
En contraste con el TEM, las muestras relativamente gruesas pueden ser examinadas por microscopia
electronica de barrido. [53]

El instrumento SEM se basa en el principio de que los electrones primarios liberados de la fuente
proporcionan energia a los electrones atomicos de la muestra que pueden ser liberados como
electrones secundarios (ES) y una imagen puede ser formada recogiendo estos electrones secundarios
de cada punto de la muestra, el requisito basico para que el SEM funcione bajo vacio para evitar las
interacciones de los electrones con las moléculas de gas para obtener una alta resolucion. Ademas,
los electrones primarios producidos y emitidos por el caiidén de electrones se aceleran mediante el
calentamiento o aplicando alta energia en el rango de 1-40 keV. [55, 57] Estos electrones emitidos se
concentran y confinan en un haz monocromatico (con un didmetro de 100 nm o menos) mediante
lentes de campo magnético y rendijas metélicas dentro de una columna vacia. Los electrones
primarios confinados se escanean a través de la superficie de la muestra mediante bobinas de barrido
en un patron de trama patron. [58, 59]

Electron Gun

Electron Beam

Anode

Condenser Lens

Secondary

Electron Detector Objective Lens

Secondary

Sample/Stage
Electrons ple/Stog

Figura 16. Funcionamiento de SEM [59]

A.2. Potencial Zeta

Es una medida de la estabilidad de una particula e indica el potencial que se requiere para penetrar la
capa de iones circundante en la particula para desestabilizarla. Por lo tanto, el potencial zeta es la
potencia electrostatica que existe entre la separacion de las capas que rodean a la particula. El
desarrollo de una red de carga eléctrica en la superficie de la particula puede afectar la distribucion
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de iones en una region interfacial vecina, y provocar un aumento de la concentraciéon de iones
contados (iones de carga contraria a las particulas) cerca de la superficie. Cada particula dispersa en
una solucion se rodea de iones cargados con carga opuesta que se denomina capa fija. Fuera de esta
capa fija, existen distintas composiciones de iones de polaridad opuesta, formando un area nebulosa.
De esta manera se crea una capa doble eléctrica en la region de interfase particula- liquido. [63] La
capa doble consiste en dos partes: una region interna que incluyen iones unidos fuertemente a la
superficie y una externa, o region de difusion donde la distribucion de iones se determina por un
balance de fuerzas electrostaticas y movimiento termal aleatorio. [64]

El potencial zeta es una funcion de la superficie cargada de una particula, cualquier capa adsorbida
en la interfase y la naturaleza y composicion del medio en el que la particula esta suspendida. El
potencial zeta puede calcularse con la formula de Smoluchowski's
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Donde ¢ es el potencial zeta en mV, 1 la viscosidad de la solucidn, € es la constante dieléctrica, U =

; es la movilidad dieléctrica, v es la velocidad de la particula (cm/sec), V es el voltaje en volts y L la
L
distancia del electrodo. Asi mismo, para continuar con el analisis de la estabilidad de las

nanoparticulas se procedi6 a calcular el radio dindmico de los mismos.

A.3. Histéresis Magnética

Sirve para conocer la tendencia de un material a conservar su magnetismo en ausencia de un estimulo
que genera dicho comportamiento. El andlisis de la susceptibilidad magnética nos sirve para conocer
la sensibilidad magnética de un material cuando se ve influenciado por un campo magnético externo.
Para conocer el comportamiento de dichos materiales, se hace medicién de un bucle de histéresis
magnética, la cual comienza por saturar el momento magnético (M) de una muestra en un gran campo
positivo o negativo (B). Por lo que cuando en un bucle de histéresis magnética tiene picos en los que
se observe un aumento en la magnetizacion del material se puede atribuir a particulas de menor
tamafio. [65] Entonces para realizar la medicion de un bucle de histéresis magnética se comienza a
saturar primero el momento magnético (M) de una muestra en un gran campo positivo (o negativo)
(B). La intensidad del campo se reduce hasta cero y se aumenta en la direccion opuesta hasta la
saturacion negativa (o positiva). Finalmente, el campo se barre de nuevo hasta la saturacion positiva
(o negativa) para completar el bucle. El barrido de saturacion positiva a negativa se denomina rama
superior y el barrido de saturacion negativa a positiva rama inferior. En condiciones ideales y para la
mayoria de los especimenes de material natural las ramas superior e inferior son simétricas inversas
(de rotacion) en torno al origen. [65]

A.4. Difraccion de Rayos X (XRD)

Se desarrolla una teoria general de la difraccion de rayos X en un cristal finito sobre la base de un
tratamiento aproximado del acoplamiento entre los haces incidentes y los difractados. [66]

En los nanocristales, el tamafio del cristalito, la estructura cristalina y la fase presente en las muestras
sintetizadas se investigaron mediante difraccion de rayos X (XRD), que ilustra las reflexiones de
Bragg difractados caracteristicos correspondientes a los diferentes planos de reflexion. Si un cristal
se extiende en todas las direcciones, es un cristal ideal; ningun cristal es perfecto debido a su tamafio.
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El ensanchamiento de la reflexiéon de XRD es la desviacion de la cristalinidad ideal. La deformacion
intrinseca existe debido al confinamiento del tamafio, la linea dislocaciones, fallas de apilamiento,
tension de sinterizacion. [66-68] Los parametros microestructurales y las propiedades estructurales
variaron por varios parametros de sintesis. [67]

El ensanchamiento del pico (Bragg) en XRD se debe a dos parametros: uno es el tamafio del cristalito
y el otro es la deformacion de la red. El tamafio del cristalito es un dominio de difraccion coherente.
El grado de distribucion de las constantes de red, junto con las dislocaciones de los defectos del cristal
se conoce como tension de red. [67, 71]

Los tamafios de los cristalitos y de las particulas no suelen ser similares debido a de agregados
policristalinos en una particula. [69, 70]

Método de Debye-Scherrer

A partir de los patrones de XRD, se estiman la intensidad de las reflexiones de Bragg, la posicion, la
anchura, los datos del FWHM vy los parametros de red a, b y ¢ son estimados. Ademas, a partir de los
resultados de XRD, se investigo el tamafio medio de los cristalitos (D) a partir del plano de reflexion
correspondiente al pico agudo e intenso, utilizando la formula de Debye-Scherrer. [71, 72]

kA

Tamafio de cristalito (D) = m
D

(4)

En donde D es el tamafio medio de los cristalitos (nm), & es la constante de Scherrer (0.89), A es la
longitud de onda de los rayos X, b es FWHM en radianes, / es la posicion de la reflexion en radianes.
[72] El valor de k varia entre 0.8 y 1.2 (usualmente igual a 0.9). [73] De acuerdo con Scherrer 4=
0.94, mientras que para Bragg k= 0.89, en ambos casos se emplea la FWHM en lugar de la amplitud
integral. La FWHM es maés facil de calcular a partir del perfil del pico de la difraccion observado que
la amplitud integral.

Método de Williamson-Hall

La anchura de la reflexion de Bragg se debe principalmente al tamafio y a la microdeformacion de la
muestra. En el analisis del tamafio del cristalito, Scherrer utilizé la anchura de la reflexion a la mitad
de la altura entre el maximo de la reflexion y el fondo, lo que se denomina FWHM (b). Asi, la
resultante s6lo nos da el efecto del tamafio y no contiene una microrelacion con el ensanchamiento
de la reflexion. La amplitud integral que abarca toda la region bajo la reflexion divide la altura de la
reflexion en el modelo de Williamson-Hall. Como resultado, la anchiura y la altura del rectangulo
seran las mismas de una reflexion. El final del patron XRD requiere una evaluacion cuidadosa y un
fondo. [75]

kA
PcosO = 5} + 4esinf

)

Donde D es el tamafio del cristalito (nm), &k es una constante (0,94 para particulas esféricas), 4 es la
longitud de onda de la radiacion de rayos X (Cu-Ka = 0,1541 nm), f es la anchura total a la mitad del
maximo (FWHM) de las reflexiones de Bragg intensas y amplias,  es el angulo de Bragg o angulo
de difraccion. [76]
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A.5. Voges Proskauer

En 1898 Voges y Proskauer describieron la produccion de una coloracion similar a la eosina
(colorante color rosa) en cultivos de peptona de glucosa de ciertos organismos a los que se habia
afadido una solucion de hidroxido de potasio al 10 por ciento. de hidroxido de potasio. La reaccion
se conoce generalmente como la prueba V-P y sirve como una valiosa ayuda para la identificacion y
diferenciacion de los microorganismos. La reaccion depende de la produccion de acetoina (acetilmetil
carbinol), una sustancia reductora no volatil. Segun Harden (1905), el acetilmetilcarbinol se oxida al
afiadir adicién de KOH y en presencia de peptona se imparte una coloracion similar a la de la eosina
en el medio. Mas tarde, Harden y Norris (1911) informaron que el diacetilo en presencia de una
solucion fuerte de solucion de KOH reacciona con las proteinas para dar una coloracion rosa con una
fluorescencia verde. La coloracion parece depender del grupo: [77]

R NH,

AN /

N-C

/ N\
H NH

Figura 17. Grupo funcional responsable de coloracion

La prueba de Voges Proskauer fue utilizada como una prueba indirecta para comprobar que el dafio
que se observaba en el agar sangre era provocado por las nanoparticulas magnéticas y no por alguna
bacteria hemolitica. Para esta se requirio de dos baterias una alfa hemolitica y otra betahemolitica, las
cuales sirvieron de controles positivos para la prueba de Voges Proskauer. Asi mismo se requirio de
dos muestras de nanoparticulas que habian ocasionado algun cambio de coloracion en la prueba de
AGAR SANGRE para lo que, estas muestras se realizaron con 12 gotas de a-naftol al 3% y 4 gotas
de KOH al 40%, dejando en reposo 10 min, lo que permitio observar un cambio de coloracion rosado
para los controles positivos, sin coloracion para el control negativo. A continuacion de muestra en
Tabla 21 los resultados obtenidos.

Tabla 8. Resultados de prueba de Voges Proskauer

Temperatura Concentracién
i . Valor Resultado
(°C)/ Sintesis (mg/ml)

L1 Negativo @
B t Y
Control L2 Pf .a @
positivo >
13 Alfa e
pOSItIVO ‘
€Q 120 Ad Negativo O

CQ 350 D4 Negativo
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A.6. Pruebas de hemolisis con sangre humana
Metodologia

Se realizaron los analisis por triplicado de las muestras que contenian sangre, a las cuales se les afiadio
100 pL de sangre, se metieron a bafio Maria a una temperatura de 35 °C durante un tiempo de
interaccion de 5 horas, después se centrifugaron a una velocidad de 3500 rpm por 5 minutos para
después tomar 2 ml y colocar en una celda de plastico y obtener absorbancia en UV-Vis. Asi mismo,
se obtuvo la absorbancia de nanoparticulas a las mismas concentraciones (0.1, 0.3, 0.5, 0.7 y 0.9
mg/ml) con las mismas condiciones de exposicion a 35 °C en bafio Maria durante 5 horas, después
se centrifugaron a una velocidad de 3500 rpm durante 5 minutos y finalmente se obtuvo la absorbancia
en UV-Vis. Posteriormente se realizo una resta de las absorbancias con su par homoélogo, es decir, a
la muestra de concentracion de nanoparticulas magnéticas de 0.1, 0.3,0.5, 0.7 y 0.9 g/ml se le resto la
absorbancia de las nanoparticulas sin sangre de concentracién de 0.1 mg/ml, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9.
Finalmente se calcul6 el porcentaje de hemolisis que tenian las distintas concentraciones de las
nanoparticulas magnéticas (2) (Figura 22).

Absobancia muestra analizada

% hemolisis = ( )*100

Absorbancia control positivo

)

Pruebas de hemolisis con sangre humana

b

lﬂ uL de
/' sangre
-
o
-
1 uete

Bafio Maria kF‘
[ et s
3550 -

Yt Solucion stock + g
solucidn salina 540 nm
Solucion Centrifugar
SIock Smg/mi

Alicuotas

3500 rpm

% hemolisis

Figura 18. Metodologia de pruebas de hemolisis con sangre humana
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Tabla 9. Absorbancias de nanoparticulas magnéticas sintetizadas por coprecipitacion quimica calcinadas a

350 °C con 100 pL de sangre y porcentaje de hemdlisis

NPs con sangre (CQ 350)

Muestra Cor;:;:;n/t;a;)c ion Abs 1| Abs2 | Abs3 | Abs promedio Abs final % hemdlisis
Control (-) 0 0 0 0 0 0 0
Control (+) 0 1.365 | 1.383 | 1.371 1.373 1.373 100

1 0.1 0.009 | 0.005 | 0.001 0.005 0.002 0.14566642
2 0.3 0.001 | 0.006 | 0.005 0.004 0.002 0.14566642
3 0.5 0.007 | 0.005 | 0.007 0.00633333 0.00133333 0.09711095

0.7 0.073 | 0.043 | 0.057 0.05766667 0.02266667 1.65088614
5 0.9 0.021 | 0.004 | -0.017 0.00266667 0.00166667 0.12138869

En Tabla 9 se despliegan los valores de las absorbancias de las nanoparticulas con sangre por
triplicado, asi como la absorbancia promedio y la absorbancia final, l1a cual se obtuvo de restarle a la
absorbancia promedio la absorbancia de las nanoparticulas sin sangre. Y también se obtuvo el valor

del porcentaje de hemolisis. En Grafica 1 se observa el comportamiento.
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Grifica 1. Concentracion de nanoparticulas magnéticas por coprecipitacion quimica calcinadas a 350 °C

contra porcentaje de hemolisis

Reduccion quimica 350 °C

Tabla 10. Absorbancias de nanoparticulas magnéticas sintetizadas por reduccion quimica calcinadas a 350 °C

con 100 pL de sangre y porcentaje de hemolisis

NPs con sangre (RQ 350)

Muestra COIE:E;;{E)C ion Abs 1| Abs 2 | Abs 3 | Abs promedio Abs final % hemdlisis
Control (-) 0 0 0 0 0
Control (+) 0 1.365 | 1.383 | 1.371 1.373 1.373 100

1 0.1 0.035 | 0.038 | 0.036 0.03633333 0.01533333 1.11677592
2 0.3 0.053 | 0.053 | 0.054 0.05333333 0.01233333 0.89827628
3 0.5 0.082 | 0.058 | 0.059 0.06633333 0.01033333 0.75260986
4 0.7 0.114 | 0.114 | 0.113 0.11366667 0.01466667 1.06822044
5 0.9 0.114 | 0.124 | 0.121 0.11966667 0.00166667 0.12138869
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Grifica 2. Concentracion de nanoparticulas magnéticas por reduccion quimica calcinadas a 350 °C contra
porcentaje de hemolisis

Coprecipitacion quimica recubierta 200 °C

Tabla 11. Absorbancias de nanoparticulas magnéticas sintetizadas por coprecipitacion quimica calcinadas a
200 °C recubiertas con 100 puL de sangre y porcentaje de hemolisis

NPs con sangre (CQ R 200)

Muestra Cm;:‘;;ﬁ; i6n Abs 1| Abs 2 | Abs 3| Abs promedio Abs final % hemdlisis
Control (-) 0 0 0 0 0 0 0
Control (+) 0 1.365 | 1.383 | 1.371 1.373 1.373 100

1 0.1 0.031 | 0.03 | 0.03 0.030333333 0.02333333 1.69944161
2 0.3 0.039 | 0.038 | 0.038 0.038333333 0.02533333 1.84510804
3 0.5 0.041 | 0.039 | 0.04 0.04 0.02 1.45666424
4 0.7 0.065 | 0.066 | 0.066 0.065666667 0.03066667 2.23355183
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Grifica 3. Concentracion de nanoparticulas magnéticas por coprecipitacion quimica calcinadas a 200 °C
recubiertas por método Stober contra porcentaje de hemolisis

Reduccion quimica recubierta 120 °C

Tabla 12. Absorbancias de nanoparticulas magnéticas sintetizadas por reduccioén quimica calcinadas a 120 °C
recubiertas con 100 puL de sangre y porcentaje de hemolisis

NPs con sangre (RQ R 120)

Muestra szxlgl/t;::;ién Abs 1| Abs2 | Abs3 | Abs promedio Abs final % hemdlisis
Control (-) 0 0 0 0 0 0 0
Control (+) 0 1.403 | 1.398 | 1.403 1.40133333 1.40133333 100

1 0.1 0.005 | 0.007 | 0.006 0.006 0.001 0.07136061
2 0.3 0.196 | 0.197 | 0.199 0.19733333 0.15233333 10.8705994
3 0.5 0.394 | 0.491 | 0.294 0.393 0.039 2.78306375
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3.87725975

5 0.9 0.603
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0.618

0.60533333

0.00533333

0.38058991
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Grifica 4. Concentracion de nanoparticulas magnéticas por reduccion quimica calcinadas a 120 °C
recubiertas por método Stober contra porcentaje de hemolisis

De acuerdo con la American Society for Testing and Materials (ASTM) [78] un material que presenta
una hemolisis menor a 2% no se considera hemolitico, sin embargo, cuando un material presenta un
porcentaje de hemolisis entre 2-5% se considera ligeramente hemolitico y superior al 5% como
hemolitico, por lo anterior y de los resultados obtenidos se obtuvo que los materiales ligeramente
hemoliticos pudieran ser los de nanoparticulas sintetizadas por coprecipitacion quimica recubiertas
calcinadas a 200 °C en las concentraciones mayores (0.7 y 0.9 mg/ml) y las sintetizadas por RQ R a
120 °C en las concentraciones de 0.5 y 0.7 mg/ml, aunque la concentracion de 0.3 mg/ml de acuerdo
a su porcentaje de 10.8% y la ASTM resultaria hemolitico. Sin embargo, también se logrod observar
que los materiales lixiviaban (iones de Fe*") [79], por lo que este resultado en las NPMs sintetizadas
mediante RQ R 120 °C en la concentracion de 0.3 mg/ml afectando la absorbancia que obtuvo la

muestra. [80]
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