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RESUMEN

En este trabajo se reporta una metodologia de sintesis amigable con el ambiente en
medio acuoso (agua desionizada), para obtener nanoparticulas magnéticas (MNPs) de Fe3O4
usando extractos de las plantas Vanilla planifolia y Cinnamomun verum. La bondad de esta
sintesis, es que evita el uso de disolventes toxicos comunes en las sintesis quimicas. Estos
extractos generan una cubierta organica en la superficie de MNPs, la cual es capaz de
acoplarse a sistemas biologicos sin tratamientos largos y costosos. Esto abre la posibilidad
de disminuir o reemplazar diversas bases organicas por compuestos de menor toxicidad
provenientes de extractos vegetales, por lo cual son de interés por su potencial aplicacion en
el area biomédica. Estos extractos acuosos tienen la doble funcion de agentes reductores
debido a sus grupos fenol, asi como de recubrimiento mediante la formacion de enlaces -OH
con la superficie de las MNPs. Las MNPs obtenidas tienen un tamafio promedio ~10-14 nm,
con caracteristicas superparamagnéticas que contribuye a su direccionamiento con campo
magnético externo. La superficie final de éstas MNPs posee una estructura nucleo-cubierta
de Fe;0s-yFexO3 debido a la oxidacion conducida por los grupos fenol mediante la unién
covalente de OH". Los valores de saturacion de la magnetizacion de Ms=70.84 emu/g (C.
verum) y Ms=59.45 emu/g (V. planifolia) se encuentran entre los mas grandes de los
reportados dentro de las metodologias de biosintesis. Los datos por microscopia electronica
y espectroscopia infrarroja mostraron una cubierta organica delgada en las MNPs de FezO4
@yFe20s3, compuesta de los grupos fenol provenientes de los extractos de C. verum y V.
planifolia. La prueba de concepto de éstas MNPs como agentes de calentamiento en los
experimentos de hipertermia magnética (570 kHz, 23.9 kA/m) se realiz6 in vitro, mostrando
su eficacia para inducir la muerte celular en células de la microglia BV2 después de 30

minutos a una temperatura blanco de T =46 °C.
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SUMMARY

In this work a novel, environment-friendly aqueous synthesis route is reported to produce
Fe3O4 magnetic nanoparticles (MNPs) from extracts of the plants Vanilla planifolia and
Cinnamomun verum. The main advantage of these syntheses is that it avoids the use of toxic
solvents commonly used in nanoparticles chemical synthesis. These extracts produce an
organic layer over the MNPs surface, which is able to be bonding to biological entities
without long and expensive treatments. The possibility of diminishing or replacing them with
compounds of diminished toxicity, such as, those derived from plant extracts, are of interest
due to their potential application in the biomedical field. These aqueous plants extracts have
the double function as reducing agents due to their phenolic groups, and also capping
materials through the -OH bonding over the MNPs surface. The resulting MNPs have average
sizes =~10-14 nm with superparamagnetic features, which contribute to addressable response
with applied magnetic field AC. The final surfaces of MNPs have core-shell Fe3O4-yFe2Os
structure due to oxidation driven by the phenolic groups through OH™ covalent bonding.
Saturation magnetization values of Ms=70.84 emu/g (C. verum) and Ms=59.45 emu/g (V.
planifolia) are among the largest reported so far from biosynthetic samples. Electron
microscopy and infrared spectroscopy data showed a thin organic layer coating the Fe;O4
@yFe203 MNPs, composed by the phenolic groups from the starting extracts of both C.
verum and V. planifolia. A proof of concept for these MNPs as heating agents in magnetic
hyperthermia experiments (570kHz, 23.9 kA/m) was performed in vitro, showing their
efficacy to induce cell death on BV2 microglial cells after 30 min at a target temperature

T=46°C.

12



CAPITULO 1.
INTRODUCCION
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1. INTRODUCCION.

Las nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro (MNPs) tienen una amplia gama de
aplicaciones en el area biomédica, principalmente para la entrega de medicamentos (1), el
contraste de tejidos en la resonancia magnética nuclear (2) y en hipertermia magnética
(MHT) (3). Estas MNPs pueden obtenerse por métodos quimicos, fisicos y biologicos, con
el propdsito de modificar sus propiedades en la escala nanométrica en funcion de la
estructura, forma y tamafio (4). La magnetita (Fe3O4) es utilizada como nacleo magnético
con una estructura ctbica en espinela inversa, con los atomos de oxigeno formando un
empaquetamiento fcc, y los iones de Fe?* ocupando los sitios tetraédricos y los iones de Fe**
los octaédricos (5). Las desviaciones de la razén ¥4 Fe**/Fe** de la fase pura de la magnetita
por oxidacion del Fe** a Fe**, usualmente deriva en la formacion de maghemita (y-Fe»O3) en
la superficie de las nanoparticulas. La y-Fe>Os; es una espinela deficiente de cationes

representada por la formula [Fe3*],[Fe?"| ;xFed ™ ,x®x]g0, donde ® representa las

vacancias de hierro originadas durante el proceso de sintesis y/o por su subsecuente
oxidacion. Tipicamente, la oxidacion de la superficie las MNPs resulta en una estructura

nucleo-cubierta (core-shell) de Fe;Os@Fex0s.

Esta diversidad de aplicaciones ha motivado el desarrollo de una extensa variedad de
rutas de sintesis como: pulverizacion catodica (6), sol-gel (7), activacion mecano-quimica
(8), coprecipitacion (9), ablacion laser (10), hidrotermal (11) y ultrasonica (12), etc. Para
asegurar su biocompatibilidad para las aplicaciones biomédicas, estos métodos requieren de
procesos controlados de separacion para remover los quimicos peligrosos de su superficie
derivados del proceso de sintesis (13). Por lo tanto, el desarrollo de una tecnologia amigable
con el ambiente ha sido un reto innovador de investigacion (14). En afios recientes se ha
reportado la sintesis amigable con el ambiente de nanoparticulas metalicas (15,16) basadas
en el uso de materiales verdes como la biomasa, extractos de plantas o biomoléculas

reductoras en un proceso conocido como biorreduccion o biosintesis (17).

En particular se ha propuesto la sintesis de MNPs, que emplea como estrategia el uso

14



de plantas (14,18,19), su biomasa o su extracto (14), en comparaciéon con las sintesis
bioldgicas (por ejemplo: las que emplean hongos, microorganismos, células de mamifero o
enzimas). Los extractos acuosos vegetales representan una ventaja porque no requieren
procesos elaborados para mantener cultivos celulares y son posibles de escalar a un proceso

industrial (17).

Se ha reportado la sintesis exitosa de nanoparticulas de hierro utilizando extractos de
hojas de té (20,21), biomasa de alfalfa (22) y extractos de sorgo (23) entre otros. Los extractos
vegetales proveen los agentes reductores a partir de fuentes naturales reemplazando reactivos
sintéticos toxicos (15,27). Adicionalmente, muchos de estos extractos contienen
biomoléculas con grupos funcionales tipo alcohol, que modifican la morfologia final de las
MNPs (20,28). Los compuestos fitoquimicos activos de los extractos (por ejemplo,
polifenoles, taninos, flavonoides, carbohidratos, etc.) actian como agentes reductores y de
recubrimiento durante el crecimiento de las MNPs (18,22). Dependiendo de la concentracién
en cada especie vegetal pueden reaccionar con los iones metalicos en tiempos de minutos a

horas, en comparacion con moléculas similares de microorganismos (14,29,30).

Los reportes de algunas de estas biomoléculas en los extractos provenientes de
biomasa de C. camphora indican que tienen una funcioén de proteccion y adicionalmente,
modifican la forma final de nanoparticulas de Au y Ag (24). Estas biomoléculas en medio
acuoso funcionan como agentes de recubrimiento evitando el colapso de las nanoestructuras
en formacion, mientras que los compuestos heterociclicos son los responsables principales
de la biorreduccion de los iones metélicos en solucion (23). En general, este proceso resulta
en la formacion de superficies con cubiertas con propiedades bioactivas, que es la ventaja
principal de las rutas biosintéticas de MNPs, que hace de ésta una estrategia muy til para las
aplicaciones biomédicas (25). Su baja toxicidad ha beneficiado el uso de estas MNPs como
agentes de contraste en MRI constituyendo una mejora a los métodos convencionales basados

en el contraste con agentes de yodo (25,26).

Los polifenoles han recibido especial atencion en terapias de neuroproteccion
basandose en sus propiedades antioxidativas y antiinflamatorias de los flavonoides,
catequinas (27-29), etc. A nivel molecular, los efectos terapéuticos potenciales de estas
moléculas en procesos relacionados al envejecimiento esta ligado a su capacidad de detener
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la formacion de péptidos B-amiloides relacionados con la degeneracion en procesos como el
Alzheimer, Parkinson y la esclerosis amiotréfica lateral (27). La evidencia in vivo indica que
los flavonoides tienen efectos de proteccion en enfermedades como Parkinson y Huntington
(27,29). Existe un consenso en que estas moléculas pueden rezagar o impedir la proliferacion
de los péptidos Sf-amiloides o su transformacion hacia agregados neurotoxicos. En reportes
recientes, se utilizan MNPs como acarreadores de polifenoles in vitro, ya que han demostrado
propiedades antineoplasicas eficaces como conjugados de curcumina para el tratamiento de
cancer de mama, gliomas, y en modelos de xenotransplante de pancreas (30). A partir de
estas consideraciones las MNPs sintetizadas por vias mdas naturales con cubiertas de
polifenoles se espera que contribuyan a nuevas estrategias terapéuticas (27). La sintesis verde
de MNPs es una alternativa escasamente explorada para los tratamientos por hipertermia,
debido a su produccion de alto costo que emplea vias de sintesis de microorganismos, las
cuales inducen reacciones inmunolédgicas en los humanos por su origen (31). La sintesis
basada en vegetales, especialmente aquéllas de extractos, ofrecen una alternativa, dado que
estos contienen aceites esenciales o compuestos organicos que pueden permear facilmente la
membrana celular (32), convirtiéndose en una alternativa accesible, de bajo costo proveniente
de fuentes renovables para la sintesis de MNPs. Reportes previos han demostrado que es
posible controlar el tamafio final y la morfologia de las MNPs mediante extractos acuosos
(pH, temperatura, y atmosfera inerte, etc.) y la concentracion de sus polifenoles durante el

crecimiento de las nanoparticulas (14,17,33).

En este trabajo se reporta la viabilidad de los polifenoles y sus acidos organicos para
obtener MNPs, usando dos sistemas de extractos acuosos de: (1) Cinnamomun verum y (2)
Vanilla planifolia (natural y sintética). Se muestran las ventajas de emplear una ruta de
sintesis sencilla y amigable con el ambiente para la obtencion de MNPs. Ademas, se presenta
la caracterizacion de sus propiedades fisicas y se provee una prueba de concepto para su
aplicacion potencial en la MHT in vitro, en un modelo de estudio de enfermedades

neurodegenerativas y tumores cerebrales.

16



CAPITULO 2.
ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES

17



2.1 Nanotecnologia y su aplicacion en medicina.

La nanotecnologia (lat. nanus = enano) es la ciencia que se ocupa del
procesamiento, manipulacion y analisis de propiedades de materiales en la escala
nanométrica (1x10° m) (Figura 1). Es considerada una ciencia de frontera donde convergen
diversas disciplinas como la fisica, quimica, ingenieria, biologia, medicina etc., para el
desarrollo y aplicacion de nanomateriales (1-100 nm) que mejoren el entorno y calidad de
vida en diversas areas del ser humano que abarcan desde adsorbentes en procesos de
separacion, para la inmovilizaciéon de enzimas, aplicaciones en la biomedicina hasta el
tratamiento de aguas residuales, entre otros, ejemplos de esto se expondran brevemente en

parrafos posteriores (34).

100 pm
nanoparticula virus
0.1nm
de oro
molécula
de agua . L
Y % cabello
10 nm
101%m 108 m 104 m 102 m
| | |
| |
10°m 107 m 103 m 101 m
;r_l
nanomateriales
ARl eritrocito
o i cell
benceno 10 cm
0.5 nm nanotubo 5um
de carbono punto final
5 nm diameter 1 mm

Figura 1. Comparacion a escala de “objetos pequefios” y nanomateriales (34).

El uso de la nanotecnologia no es algo nuevo. En la antigiiedad se aplicaba en forma
empirica. Los artesanos en la Edad Media mezclaban pequeiias cantidades de oro o plata con
vidrio para obtener la variedad de colores que ahora observamos en los vitrales de las iglesias

(34). El azul maya en los diversos murales que han resistido el paso de los afos es otro
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ejemplo. Ahora sabemos que tal pintura era elaborada por la mezcla de indigo y arcilla de

tamafio nanoscopico creando una estructura con gran estabilidad (34).

Las ideas y conceptos del control y manipulacion de la materia en la nanoescala
fueron expuestos en 1959 por Richard Feynman en su conferencia “There’s a plenty of room
at the bottom”. En su charla describio la posibilidad de manipular la materia en la nanoescala
para la miniaturizacion de computadoras y almacenamiento de grandes cantidades de
informacion en un cubo del tamafio de una particula de polvo, asi como la posibilidad de
construir nanomaquinas con atomos y moléculas para realizar las funciones de un nano-

cirujano dentro del cuerpo humano, reparando y reportando sus dafios (34).

En la actualidad el rapido desarrollo de la nanotecnologia ha logrado superar algunos
de esos retos, debido principalmente al creciente interés en la miniaturizacion de dispositivos
electronicos, donde los nanomateriales han encontrado una diversa gama de aplicaciones
como el extenso empleo de los materiales nanoestructurados en la industria de los
semiconductores y optoelectronica. En la competencia tecnologica ha hecho posible la
manipulacion de d&tomos y moléculas en la nanoescala (35). Aunado al rapido avance en la
tecnologia durante la década de 1980, ha impulsado el desarrollo multidisciplinario de
diferentes areas como quimica, biologia, fisica, energia, medicina, ciencia aeroespacial e
inclusive en productos de consumo habitual (36). Ejemplos de las aplicaciones potenciales
de los nanomateriales nanoestructurados al mejoramiento en la calidad de vida del ser
humano son: celdas solares que incrementan su eficiencia y potencia (37), dado que reducen
la cantidad de mercurio liberada por las lamparas fluorescentes (38). En la agricultura y
produccion de alimentos permiten detectar con mayor facilidad su contaminacion (39). Los
compositos de nanomateriales anaden fuerza y reducen el peso de raquetas de tenis, de
beisbol y bicicletas. En lentes las nanocubiertas mejoran la dureza de las superficies
protegiéndolas de ralladuras. Las nanoceramicas aplicadas a implantes dentales y hueso
equiparan las propiedades mecanicas y quimicas de los tejidos que los rodean (40,41). En
procesos de separacion fina, aumentan el rendimiento de las moléculas purificadas (41). En
combinacion con plasticos biodegradables mejoran la preservacion de los alimentos evitando

su contaminacion por agentes bioldgicos (42). Los sensores son mas efectivos para la
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deteccion de gases a bajas concentraciones (43), y debido a su alta reactividad por su elevada
superficie, remueven con mayor eficiencia los contaminantes por metales pesados de aguas
residuales (44). En combinacion con medicamentos, promueven una administracion de forma

controlada disminuyendo los efectos adversos en tejidos sanos (45,46).

En el 4rea médica, la nanotecnologia ha demostrado su impacto clinico en las
novedosas herramientas de diagnostico y agentes terapéuticos, para tratamientos mas
efectivos en enfermedades complejas como el VIH (virus de la inmunodeficiencia humana),
desordenes neurodegenerativos (Alzheimer, Parkinson) y cancer (45,47—49). La aplicacion
de los nanomateriales al 4rea médica ha dado lugar al surgimiento de la nanomedicina, la
cual abarca nanotecnologias en el desarrollo de nanoacarreadores, dispositivos terapéuticos,
agentes de contraste, biosensores nanoelectronicos, nanodispositivos y microdispositivos con
nanoestructuras. A diferencia de los materiales de aplicacion industrial, estos deben cumplir
normas muy estrictas de bioseguridad (47,48).

La nanotecnologia en la medicina se aplica principalmente en el diagndstico
como agentes de contraste de tejidos, y como nanoacarreadores para la entrega de sustancias
terapéuticas (48). Estos sistemas denominados nanovectores, estdn compuestos de lipidos
(liposomas), materiales nanofabricados (fullerenos, nanotubos de carbon, silice), metales
(oro, plata, hierro, platino) y polimeros (micelas, dendrimeros) (Figura 2) (50-55). Debido a
su escala inherente es posible manipular una variedad de parametros como la modificacion
de su superficie, tamafio, forma, composicion, etc. En los desarrollos a futuro se tiene la
vision de hacer posible el disefio de medicamentos y terapias personalizadas, las cuales
optimizaran los protocolos de tratamiento de cada paciente con el fin de disminuir los efectos

secundarios, como la destruccion de 6rganos y tejidos sanos.
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Quantum Dots Dendrimers Iron oxide NPs
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Figura 2. Diferentes tipos de nanomateriales de uso biomédico. Los nanomateriales se definen comunmente
como objetos con dimensiones de 1-100 nm, los cuales incluyen nanogeles, nanofibras, nanotubos y

nanoparticulas. En esta figura se representa la morfologia de los de uso comun en terapia y diagnostico (49).

En el diagnostico, los dispositivos terapéuticos que combinan la nanotecnologia
se han desarrollado utilizando la fotolitografia enfocada a la quimica de los 4cidos nucleicos.
Esta tecnologia ha permitido integrar circuitos para producir sistemas microelectromecanicos
(MEMS) para el sensado molecular selectivo y para la liberaciéon controlada de
medicamentos (56-58). En las estrategias de entrega de medicamentos, su aplicacion es
mucho mas especifica, ya que estos pueden ser direccionados a su sitio de accion (blanco),
con el fin de aumentar su eficacia al concentrar localmente el farmaco disminuyendo la

toxicidad en los tejidos sanos (59).
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La investigacion sobre el disefio de estos sistemas adaptados al ambiente
biologico ha avanzado rdpidamente. Los de primera generacion consisten en introducir un
farmaco poco soluble o muy toéxico en liposomas con cubiertas hidrofilicas que aumenten su
tiempo de circulacion en sangre. La segunda generacion de nanovectores integra funciones
adicionales como la unién de una biomolécula que reconozca su sitio de accion (anticuerpo,
aptamero, péptido, ligando), el cual esta sobreexpresado en la célula tumoral. La tercera
generacion corresponde a los sistemas multifuncionales, los cuales integran diversas
funciones simultineamente en un solo sistema y/o actiian de forma sinérgica. Estos evitan
ser degradados por el RES (Sistema Reticulo Endotelial), tienen un blanco de accion, y
liberan el medicamento localmente al ser activados externamente (por ejemplo, al interactuar
con campos magnéticos, luz laser, radiacion etc.). Algunos como las nanoparticulas de hierro
y oro pueden ademas mejorar el contraste del sitio blanco para las imagenes por resonancia

magnética y tomografia computarizada (60,61).

El desarrollo de nanoparticulas funcionalizadas ha resultado una opcion
direccionable para futuras aplicaciones en el tratamiento de cancer. Las investigaciones
realizadas han mostrado resultados alentadores, ya que la entrega del agente terapéutico es
mas efectiva que la quimioterapia convencional. Los tratamientos convencionales estan
limitados por su toxicidad en los tejidos sanos, bajo tiempo de circulacion en sangre, limitada
solubilidad y via de administracién que carece de direccionamiento hacia el area del tumor,
afectando de forma negativa al organismo en su totalidad. En consecuencia, se desarrollan
efectos secundarios, como la supresion en la produccion de células por parte de la médula
Osea, mal funcionamiento del higado, rifiones, etc. Los sistemas de entrega de medicamentos
disefiados con nanoparticulas estdn siendo desarrollados para liberar pequenas dosis del
agente quimioterapéutico de forma selectiva y controlada, para disminuir estos efectos

toxicos (62).

La FDA (Food Drug Administration, USA) ha aprobado el uso de algunas plataformas de
entrega de fArmacos que emplean nanotecnologia, ya que ofrecen una solucion a la elevada

toxicidad de diversos farmacos (como en el brentuximab vedotina, trastuzumab emtansine,
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doxorrubicina, placlitaxel), su baja solubilidad (por ejemplo, Abraxane) y a los efectos

secundarios asociados a las dosis elevadas del farmaco libre (como Doxil, DaunoXome,

Marquibo) (Tabla 1) (63).

Tabla 1. Nano-medicamentos en fase clinica o aprobados por la FDA.

Nombre comercial

de la formulacion/

Fase de
tipo de Tecnologia Uso clinico Ref.
desarrollo
nanoparticula
) Aprobado
o Sarcoma de Kaposi
) Doxorrubicina encapsulada ) para uso
Doxil ™ . ] Metastasis de cancer de seno y . (64)
en liposomas pegilados ) clinico en
ovarios
1995
Nanoparticulas de albumina o Aprobado
) Varios tipos de cancer (65)
Abraxane ™ y placlitaxel en 2005
Nanoparticulas de Imagen de tumores en cerebro: Etapa
Nanoparticulas de MnO ) ) (66)
MnO gliomas preclinica
) SPIOS (ultrasmall B
Ferumoxitol y Para contraste de tejidos de )
superparamagnetic iron Clinica (67)
Ferumoxtran-10 tumores en cerebro
oxide nanoparticles)
Enfermedades prionicas y
Nanoparticulas de Nanoparticulas de oro contraste de tumores en Preclinica (68)
oro cerebro
Nanoparticulas de ) Tratamiento de esclerosis )
) Nanoparticulas de cerio ) Preclinica (69)
cerio multiple
Nanoparticulas de ) ) )
) Nanoparticulas de platino Parkinson Preclinica (70)
platino
Nanocristales con megestral Aprobado
Megace ES Céncer de seno (70)
acetato en 2005
) Nanoparticulas de oxido de Fase
Combidex Imégenes de tumores (70)
hierro clinica II
Liposomas con anticuerpo ) Fase
SGT-53 Tumores so6lidos ) (70)
Tfy gen p53 clinica |
Daunorrubicina en Liberacion lenta de
DaunoXome ) ) ) Aprobada
liposomas sin PEG medicamento en sangre (70)
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Vincristina en liposomas sin

De liberacion prolongada en

Marquibo Aprobada (71)
d PEG sangre P
) Nanoparticulas poliméricas ) (61,71)
Opaxio ™ ) ) Tumores sélidos
activadas por enzimas Fase III
. » . (72)
ThermoDox® Liposomas termo-sensitivos Tumores so6lidos Fase II/IIT
Aprobado (73)
Ceram X Duo Nanoparticulas de ceramica Sustituto de hueso
en 2009
ON-Q Silver Nanoparticulas de plata anti- Aprobado (74)
Compositos dentales
Soaker/SilvaGard ™ microbianos en 2005
Fresenius
) ) o Aprobado (75)
Polisulfona® Membranas nanoporosas Filtros de dialisis
en 1998
Helixone ®
Cubiertas de titanio Andamios moleculares de Aprobado (o1)
TiMESH B
de 30 nm tejidos en 2004
Nanoparticulas propietarias
Tratamiento de tumores (76)
NanoXray Induccion de emision de ) Fase I
solidos
electrones por rayos-X
) ) ) Para
Nanoparticulas de 6xido de Separacion magnética de a7
NanoDX ) o investiga-
hierro células in vitro )
cion
Actinium-225- Nanoparticulas con el (61)
) Leucemia Fase I
HuM195 anticuerpo HuM 195
) o o Aprobado (61)
Stratus CS Dendrimeros Dispositivo de recubrimiento 2003

El uso de estos sistemas para encapsular agentes quimioterapéuticos como por

ejemplo la doxorrubicina en liposomas legislados, ofrecen una mejor absorcion por el

organismo disminuyendo su toxicidad. La combinacion de nanoparticulas de albimina-

paclitaxel permite la administracién de grandes dosis de placlitaxel a la vez que aprovecha

las propiedades naturales de la albumina de incrementar su extravasion en los tejidos. Otros

productos limitan su efecto al activarse al alcanzar su blanco. El Opaxio™ es una

nanoparticula polimérica que libera una forma de placlitaxel, el cual ejerce su efecto
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terapéutico al ser activado por una enzima producida tnicamente en el tumor. ThermoDox®
emplea lipidos termosensibles que cambian de conformacion, para secretar la doxorrubicina

cuando se aplica una fuente externa de calor (Tabla 1) (61,71).

El éxito de estas nanoplataformas ha impulsado el desarrollo de investigaciones
en otras areas. En la mejora de vacunas, los nanomateriales son utilizados como adyuvantes
mas eficientes y seguros que inducen una respuesta inmune 6ptima. Dado que el acarreador
protege al antigeno hasta su liberacion, ademds de ampliar su via de administracion (78). En
la entrega de genes mejoran la eficiencia de transfeccion del DNA evitando el uso de vectores
virales (79). Los nanotubos de carbon, se estdn probando como andamios moleculares para
facilitar y direccionar el crecimiento de los axones de neuronas dafiadas (80). En otros casos
se propone emplear fullerenos que actiien como esponjas moleculares, que adsorban los
radicales superdxido liberados durante una lesion cerebral (81). En la ingenieria de tejidos el
disefio de andamios moleculares 2D y 3D que liberen factores de crecimiento que emulen la
matriz extracelular y controlen el comportamiento de las células para llevar eventualmente a

la regeneracion, trasplante de tejidos y desarrollo de 6rganos (59).

Alrededor de los afios sesenta, se propuso que las nanoparticulas de 6xido de
hierro en combinacién con el campo magnético ofrecian una interaccién controlada para
direccionar las terapias con farmacos. Esta visiéon no ha cambiado mucho y las nanoparticulas
magnéticas (MNPs), se estan utilizando como nanoplataformas para la entrega sitio-
especifica de farmacos anticancerigenos denominados “magnetic drug targeting”, los cuales
deben ser magnetizables solo en presencia de un campo magnético externo, para ser dirigidas

a un organo blanco donde liberen el farmaco (45,81).

Las MNPs, son las candidatas ideales para las aplicaciones biomédicas, debido a
su elevada acumulacion en los tejidos blanco, baja toxicidad y naturaleza biofisica. Por su
tamafio nanométrico, tienen una mayor superficie reactiva, bajo coeficiente de
sedimentacion, y mejor difusion tisular. Para su aplicacion in vivo son recubiertos con
polimeros biocompatibles durante o posterior a su sintesis para evitar su aglomeracion y

permitir la union covalente de los diversos farmacos en la superficie de las nanoparticulas.
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Ademas de acarreadores de farmacos, también son utilizadas como sistemas de comunicacion
intracelular que amplifican el “targeting” (localizacidén) a un tumor para activar las cascadas
de coagulacion sanguinea (82), se emplean como agentes de contraste para las imagenes por
MRI (resonancia magnética nuclear) y para la tomografia computarizada (46). En otros casos
para la induccién de la hipotermia magnética (temperaturas debajo del helio liquido) o como

nanocalentadores en la hipertermia magnética (81-83).

El futuro como de ciencia ficciéon de la nanomedicina se ve optimista dada la
extensa variedad, innovacion de nanomateriales y tecnologias que se vislumbran en el futuro
cercano. Las nuevas herramientas de la nanotecnologia han permitido explorar el disefio
teorico de nanorobots que mejoraran los tratamientos y optimizaran los sistemas bioldgicos.
En este sentido estan en desarrollo tedrico sistemas biologicos artificiales (respirocitos,
cromalocitos, microviboros, etc.), que responderan rapidamente a las necesidades del
organismo (84). Asi, por ejemplo, los respirocitos podran transportar cientos de veces mas
moléculas de oxigeno, para permitirle a una persona contener la respiracion en el agua por 4
horas, o hacer un esprint a velocidad olimpica por 12 minutos sin necesidad de tomar aire.
En el area médica se podran utilizar en victimas de incendios que hayan sido envenenadas
por monoéxido de carbono. El microviboro funcionara como un leucocito artificial, disefiado
para absorber y asimilar agentes patdogenos del torrente sanguineo en minutos a horas en
comparacion con los leucocitos naturales que incluso ayudados por antibidticos, pueden

tardar semanas o meses en limpiar las bacterias el torrente sanguineo (84).

La mayoria de las enfermedades son consecuencia de cromosomas o expresion
génica defectuosa. En muchos casos resultaria mas eficaz extraer los cromosomas existentes
de la célula enferma y reemplazarlos por otros nuevos para eliminar de forma permanente
cualquier enfermedad. Este procedimiento se denomina “terapia de sustitucién de
cromosomas”. Los nanorobots llamados cromalocitos, portaran copias de los cromosomas
modificados, se inyectaran en el cuerpo e iran hasta el tejido correspondiente para realizar el

intercambio del material genético (Tabla 2) (58,85).
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Tabla 2. Nanorobots tedricos que revolucionaran los tratamientos médicos (84).

Nanorobot Tamaiio Funcion Aplicaciones

En casos de
envenenamiento por

COs. Sustitutos de

Respirocito 18,000 millones de Bomba molecular que
tanques de buceo.
atomos (1 pum) carga y descarga gases
Como reemplazo de
sangre.
Fagocitar rapidamente
(1000 veces mas rapido
] que los leucocitos Para el control de
Microbivoro 3umx 2 pm . ) o
naturales), microbios de septicemias
la sangre.
) 4.18 ymx 3,28um x 5 Reemplazo de Terapia de reemplazo de
Cromalocitos . .
pm cromosomas dafiados material genético

Asi rapidamente la nanotecnologia se esta convirtiendo en la fuerza motriz detrés

de los desarrollos cientificos, que revolucionara los tratamientos médicos actuales.

2.2 Caracteristicas de los sistemas funcionales magnéticos
nanoestructurados.

Al reducir el tamafio de los materiales hacia la escala atémica (ejemplo:
nanométrica), emergen los efectos mecanico-cuanticos que originan diversas propiedades
fisicoquimicas novedosas. Esto hace posible obtener materiales ultra fuertes o ultraligeros,
superconductores, superparamagnéticos, etc. Son estas propiedades tnicas que permiten a la

nanotecnologia y nanomedicina proveer novedosas soluciones de tratamiento y diagndstico

(46).

Las propiedades en la nanoescala para el caso de los materiales magnéticos han
provisto una poderosa herramienta en el drea médica. Debido a los beneficios que aportan

(Tabla 1), actualmente se busca un disefio multifuncional acorde a su aplicacion. Para
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direccionar este disefio y funcionalidad, diversas investigaciones se han enfocado en
modificar las caracteristicas individuales de las nanoparticulas magnéticas (MNPs) como su
geometria, tamafio, quimica de superficie, el tipo y densidad del ligando, entre otros (56).
Ademas de estas caracteristicas se deben considerar los principios fisicos que rigen su
comportamiento al interactuar con el campo magnético. Estos sistemas deben poseer un
tamafio adecuado para responder Optimamente a la aplicacion de un gradiente de campo
magnético controlado. Este puede ser aplicado alrededor del sitio blanco para reposicionar
remotamente las nanoparticulas magnéticas en el 6rgano o tejido blanco. En el caso de
utilizarlas como agentes de contraste para las imagenes obtenidas por MRI. Es conveniente
maximizar el momento magnético de las MNPs, para perturbar la resonancia nuclear de los
protones ('H) del agua y generar contraste por magnetismo. Si se quiere emplearlos como
nanocalentadores, la pérdida magnética de las MNPs para el calentamiento (hipertermia

magnética), es el parametro a optimizar (86).

Por todo lo anteriormente expuesto, a continuacion, se describirdn brevemente
los principios fisicos basicos subyacentes para la aplicacion biomédica de las nanoparticulas

magnéticas.

2.2.1 Bases del magnetismo.

El magnetismo surge de las interacciones entre los orbitales y el spin de los
electrones de los atomos, produciendo un momento magnético (dipolo) (87)(88). Las
propiedades cuanticas de los electrones que determinan su comportamiento magnético son:
a) el momento angular del spin S (analogo a la rotacion de una esfera que gira sobre su propio
eje), y b) el momento angular del orbital L (debido a la carga eléctrica de los electrones que
se mueven en las orbitas). Estos electrones determinan la fuerza de la interaccion entre los

atomos del solido, creando los distintos comportamientos macroscopicos (89).

La manera de identificar los distintos tipos de materiales magnéticos es por su
respuesta al aplicar un campo magnético externo (H) en funcion de la temperatura, ya que al

aplicar un campo magnético se mide la densidad de dipolos magnéticos generados (la
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magnetizacion). La relacion entre la magnitud del campo magnético aplicado y los dipolos
generados se conoce como susceptibilidad magnética (X=M/H), donde: M es Ia
magnetizacion y H el campo aplicado. Esta caracteristica indica el grado de magnetizacién

de un material en respuesta al campo magnético aplicado.

Debido a que al aplicar H en un material ocurre una perturbacion electronica en la
configuracion de sus atomos (87) y dependiendo de los atomos involucrados (la composicion
quimica del material), la respuesta al H sera distinta. Esta respuesta se emplea para clasificar
los materiales en diamagnéticos, paramagnéticos, ferromagnéticos, ferrimagnéticos y anti-

ferromagnéticos.

Un material diamagnético o no magnético que tiene sus electrones apareados, los
dipolos magnéticos no estan presentes. En ausencia de campo magnético, estos electrones
apareados tanto su spin como momento angular se cancelan uno con otro, resultando en un
momento neto cero. Sin embargo, al aplicar un campo magnético se induce un momento

magnético pequeio en direccion opuesta al campo aplicado (Figura 3).

SIN CAMPO CAMPO APLICADO
—_—
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Figura 3. Material diamagnético (87).

En el diamagnetismo los 4&tomos del sélido tienen momentos magnéticos neligibles o
muy débiles, y presentan una respuesta lineal al campo aplicado H (Figura 3 y 5A), donde se
observa como una pendiente negativa, que corresponde a la susceptibilidad magnética (X~ -
107 a 10°%). Ejemplo de un material débilmente diamagnético son los tejidos, los cuales no

atenuan o dispersan los campos magnéticos de bajas frecuencias, permitiendo utilizar
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estrategias que emplean energia magnética para generar imagenes o utilizar terapias con

materiales magnéticos (88).

En un solido paramagnético en ausencia de un campo magnético, los momentos
atomicos se encuentran en direcciones azarosas y se cancelan unos con otros, tal que la
magnetizacion es cero (87). Pero dado que sus electrones estan desapareados, presenta
dipolos magnéticos los cuales se alinean en direccidn paralela al campo magnético aplicado
(Figura 4). Debido a que las interacciones magnéticas son débiles, la agitacion térmica a
temperatura ambiente hace que los momentos magnéticos giren azarosa y continuamente, tal
que la medicion del momento magnético (X ~107 6 10) es muy pequefia positiva o cero

(Figura 6B) (89). Ejemplos de solidos paramagnéticos son: el aluminio, platino, manganeso.

SIN CAMPO CAMPO APLICADO
—_—
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Figura 4. Material paramagnético (87).

Para las interacciones magnéticas fuertes (Figura 5), los atomos dentro del solido
pueden alinear los momentos magnéticos en una configuracion paralela al campo

(ferromagnetismo) o antiparalela (anti-ferromagnetismo) (Figura 5).

B OHOOOOOO® ¢
B HOOODODG) | e,
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Figura 5. Materiales con interacciones magnéticas fuertes. (A) Ferromagnético, (B) anti-ferromagnético y (C)
ferrimagnético (90).
En los materiales ferromagnéticos (Figura 5A), la alineacion de los momentos de

igual magnitud, les confiere una magnetizacion espontdnea en ausencia de un campo
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magnético, la cual depende de su temperatura de Curie (Tc). La Tc es el punto donde la
energia térmica es suficiente para inhibir las interacciones de intercambio de los spines y un
material ferromagnético se vuelve paramagnético. Estos poseen una magnetizacion neta de
largo alcance (X >1,50-10,000) (87,88). Por lo cual, también se denominan magnetos fuertes
o materiales espontdneamente magnetizables (84,90). La magnetizacion de un ferromagneto
no es muy homogénea, debido al desplazamiento de las paredes de dominio, lo cual se aprecia
en la apertura de los lazos de histéresis (Figura 6C). Ejemplos de materiales ferromagnéticos

son el Fe, Ni, Co, Gd.

Los materiales que tienen momentos atdmicos magnéticos de igual magnitud que se
disponen en una conformacion antiparalela al campo aplicado se denominan anti-
ferromagnetos (Figura 5B) (90). En esta configuracion antiparalela se reduce el momento
total a cero y el comportamiento es similar a un paramagneto (Figura 6B) (89). Ejemplos de

materiales paramagnéticos son la troilita y el FeS.

El ferrimagnetismo es una propiedad que exhiben los materiales cuyos momentos
magnéticos estan alineados opuestamente y tienen diferentes magnitudes (Figura 5C), debido
a que se componen de distintos iones (por ejemplo: Fe3Os , y-Fe:03 y el FesS4). (89-91). Los
momentos magnéticos antiparalelos con sus vecinos se mantienen debajo de la temperatura
critica de Néel (Tn). Por encima de la Tx, la energia térmica es suficiente para perturbar esta

interaccion y el material se comporta como un paramagneto (91).
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Figura 6. Comportamiento de los materiales magnéticos en funcion del campo aplicado (kOe). Se observa su
magnetizacion (emu/g). La respuesta de los atomos del solido al campo aplicado se esquematiza en el inserto
por puntos o flechas. A) Material diamagnético su momento magnético es neligible. B) Solido paramagnético
donde sus atomos no estan ordenados debido a la energia térmica C) Material ferromagnético el desplazamiento
de las paredes de dominio da como resultado la apertura del lazo de histéresis. D) Materiales
superparamagnéticos, de particulas monodominio (sin paredes de dominio). Como resultado todos los

momentos magnéticos actuan como uno solo y cada particula se direcciona en el mismo sentido (89).

Los materiales ferromagnéticos y ferrimagnéticos pueden retener la magnetizacion
(“memoria magnética”) al remover el campo magnético. Este comportamiento se denomina
histéresis (Figura 7). El ciclo de histéresis se obtiene graficando la magnetizacion vs el campo
magnético alterno (AC). En el ciclo de histéresis se distinguen el momento magnético
maximo conocido como saturacion de la magnetizacion (Ms). Al remover el campo, se puede
apreciar la magnetizacion que permanece o magnetizacion remanente (M;). Su valor depende
de la microestructura y composicion del material. EI campo en la direccion opuesta que debe
aplicarse para remover esta remanencia se denomina campo coercitivo (Hc). El 4rea del lazo

de histéresis corresponde a densidad de energia liberada durante el proceso de
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desmagnetizacion y re-magnetizacion. La respuesta de un material superparamagnético tiene
un comportamiento sigmoidal pero no presenta histéresis. Debido a que la reversion de la
magnetizacion de todos los momentos magnéticos ocurre coherentemente dentro de la

nanoparticula (Figura 6D) (87).

Magnetization

M;
M;

Figura 7. Ciclo de histéresis de un material ferromagnético. Al aplicar un campo magnético alterno, el material
magnético alcanza su maxima saturacion (M), cuando todos los dominios magnéticos estan alineados en
direccion al AC. Cuando el campo magnético decae a cero, el material retiene un grado considerable de
magnetizacion, M; (“recuerda” su estado previo de magnetizacion). Cuando H = 0 el material no esta totalmente
desmagnetizado y solo ocurre una reorientacion parcial de los dominios. Para desmagnetizar el ferromagneto
se aplica un AC fuerte en la direccidon opuesta, denominado campo coercitivo H. La apertura del lazo indica la

cantidad de energia liberada por el sistema (87,89).

2.2.2 Superparamagnetismo.

Los materiales ferro- y ferrimagnéticos tienen momentos dipolares netos en ausencia
de un campo magnético externo, aunque deberian tener todos sus momentos magnéticos
dirigidos hacia una misma direccion. Esta configuracion no es posible dado que la energia
magnetostatica almacenada seria enorme. Debido a que tienden al estado de minima energia,
la forma de hacerlo es dividiéndose a si mismos en pequefias regiones denominadas dominios

magnéticos (Figura 8). Asi en un dominio todos sus momentos magnéticos se alinean en una
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direccion, mientras que, en otra en un dominio adyacente, tal que el momento magnético neto
casi se cancela (Figura 6C). Esta situacion genera interfaces entre dominios denominadas
paredes de dominio (DWs) (Figura 8). Los momentos magnéticos adyacentes a las DWs,
tienen una configuracion no favorable. En consecuencia almacenan mucha energia,
disminuyendo la magnetizacion total (energia total del material) al formar los dominios (91).
Las paredes de dominio se desplazan al aplicar un campo magnético lo que genera
imperfecciones estructurales del arreglo atomico del material (defectos, dislocaciones,
vacancias). En las nanoparticulas magnéticas el volumen puede ser menor que un dominio
magnético. Entonces al disminuir el tamafio (volumen) de las particulas (tamafio critico de
dominio, Dc¢) (Figura 9A), la proximidad entre las DWs no es estable energéticamente y
adoptan una configuraciéon de monodominio (Figura 8). En esta configuracion todos los
momentos atdmicos magnéticos se magnetizan en una misma direccion o uniformemente,
comportandose como un solo momento magnético gigante o superparamagneto (Figura 6D).
Cuando alcanzan el tamafio por debajo del D¢, la coercitividad disminuye drasticamente a
cero (Figura 9A), debido a efectos térmicos, los cuales son lo suficientemente fuertes para

desmagnetizar espontaneamente las nanoparticulas saturadas.
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Multi-domain Single-domain

Figura 8. Dominios magnéticos en una particula ferromagnética multidominio, (A) de didmetro mayor que el
diametro critico D>Dc. El material se fragmenta en regiones con orientacion magnética al azar. En la interface
entre los dominios, los momentos magnéticos giran para acomodarse hacia la orientacion en ambos lados de las
paredes de dominio (DW). (B) Cuando D<Dc y el material se vuelve monodominio. En ambos casos el desorden

de los spines hacia la superficie de las particulas esta representado por las regiones anulares.(89)

La formacion de multiples dominios o de un solo dominio depende de las propiedades
intrinsecas del material (composicion quimica, anisotropia magnética, forma, etc.) (Figura
9B). El valor para el Dc, ademas de las propiedades intrinsecas, estd determinado
principalmente por la competencia entre la energia magnetostdtica (la saturacion del

momento magnético) y la anisotropia magnética del material (interaccion entre los atomos).
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Para el caso de los materiales con hierro el valor se estima alrededor del

aproximado de 30 nm (Figura 9B) (89).

diametro
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Figura 9. (A) Transiciéon de multi- y monodominio al régimen superparamagnético. (B) Se ilustran los
diametros criticos de nanoparticulas superparamagnéticas y monodominio dependiendo de su composicion

quimica (92).

El comportamiento superparamagnético es de especial importancia en aplicaciones
médicas (acarreadores de farmacos, MRI e hipertermia magnética), dado que el
superparamagnetismo significa que las MNPs son altamente magnetizables en presencia de
un campo magnético alterno, pero pierden su magnetizacion en su ausencia; gracias a que los
monodominios son direccionables y las dimensiones nanométricas incrementan la
fluctuacion e interaccion spin-spin. De esta forma, permiten un mejor control de la aplicacion
de las propiedades magnéticas, porque proveen una respuesta muy fuerte a un campo
magnético externo para ser direccionadas a un drgano blanco. A la vez que se disminuye el

riesgo de la formacién de agregados y la consecuente induccion de trombosis (92).

2.2.3 Radiacion electromagnética y su acoplamiento con las MNPs.
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En el area médica la radiacion electromagnética es una herramienta que se ha
utilizado ampliamente en el diagndstico (rayos-X, tomografia computarizada, emision de
positrones, resonancia magnética) y como herramienta de tratamiento (radioterapia con rayos
gamma, hipertermia con microondas, etc.) para la destruccion de células tumorales. Esto se
debe a las interacciones fisicas entre las ondas electromagnéticas y los seres vivos, la cual es
muy distinta dependiendo de la porcion del espectro electromagnético que interactiie con
ellos. Asi, la materia organica compuesta de enlaces C-C, C=C, C-H, C-N, absorbe esta
radiacion a frecuencias especificas, por lo cual resultan peligrosas para los sistemas
biologicos ya que ocasionan la ruptura de los enlaces covalentes a frecuencias de 10'2 Hz
(A =300 nm en el rango UV), lo que origina mutaciones en el DNA, destruccion de los sitios
activos de las enzimas con la consecuente alteracioén de las rutas metabdlicas, etc (89). Sin
embargo, la energia incidente decae exponencialmente con la profundidad de penetracion a
cierta frecuencia, y esta penetracion depende exponencialmente de la frecuencia. Los
distintos tipos de radiacion electromagnética son de utilidad para el diagnéstico o tratamiento
dependiendo de la localizacion del tumor. Asi por ejemplo, se emplea luz en el infrarrojo

(IR) para tumores superficiales o microondas para tumores profundos (Figura 10).
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Figura 10. (A) Rangos de frecuencia de algunos de los equipos de diagnostico o terapia médica (MFH=
magnetic fluid hipertermia, MRI= magnetic resonance imaging). (B). Mecanismo fisico que opera en cada
rango de frecuencia. (C) Nomenclatura de las ondas electromagnéticas. RF=radiofrequency; MW= microondas,

IR=infra rojo; Vis=visible; UV= ultravioleta y rayos-X (89).
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Estas terapias que emplean la radiacion electromagnética dafian de forma general
tanto tejidos sanos como malignos y en ocasiones la erradicacion del tumor es incompleta.
Para modular la respuesta y localizar la terapia en el tumor, los nanomateriales magnéticos
como los 6xidos de hierro (maghemita, y-FeoO3 y la magnetita, Fe3Os) de 5-20 nm de
diametro son prometedores (93), dado que pueden absorber la energia de distintas longitudes
de onda del espectro electromagnético en radiofrecuencias bajas (100 kHz-1MHz) (Figura
10), para orientar sus monodominios magnéticos y liberar la energia en forma de calor
durante el ciclo de histéresis (89). De esta manera, se puede generar y controlar el calor
localizdndolo so6lo en los sitios blanco disminuyendo el dafio a los tejidos adyacentes (94).
Dado que estos materiales resultan de importancia para el control de la generacion del calor
en los seres vivos, se dard una breve descripcion de su estructura cristalina donde se originan

sus propiedades ferrimagnéticas.

2.2.4 Magnetita (Fe3O4) y maghemita (y-Fe203).

La magnetita (Fe3O4) y la maghemita (y-Fe2O3) son 6xidos de hierro ferrimagnéticos

con una estructura cristalina similar (95).

La estructura cristalina de la magnetita fue estudiada por Bragg y Nishikawa en 1915.
Es uno de los 6xidos de hierro mas antiguo que se conoce. También denominado 6xido de
hierro negro, mineral de hierro magnético o magneto. La magnetita tiene la formula quimica
Fe304 y exhibe el magnetismo mas fuerte de las otras fases de 6xido de hierro. Presenta
diecis¢is fases puras de oxido de hierro (6xidos, hidréxidos y oxihidroxidos). De estos
compuestos la mayoria tiene al hierro en su estado trivalente (Fe*"), el cual es poco soluble
y de colores brillantes. La magnetita natural tiene una densidad de 5.2 g/cm® y puede
encontrarse como granos en las rocas sedimentarias con una dureza de 5.5 a 6.5 en la escala
de Mohs (95).

La Fes3O4 tiene una estructura cubica centrada en las caras fcc, grupo espacial Fd3m
(227) y parametro de red @ = 8.397 A. Esta celda unitaria consiste de 56 4tomos, de los cuales

32 son de oxigeno, 16 de Fe*® y 8 de Fe'™. Distribuidos en una celda unidad con 32 sitios
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octaédricos [B] y 64 sitios tetraédricos (A) (Figura 11a), donde los cationes de Fe*? ocupan
Y4 de los sitios octaédricos (8Fe?"), mientras que los de Fe™ ocupan % de los sitios octaédricos
(8Fe*") y 1/8 de los sitios tetraédricos (8Fe*"). Los iones Fe’" tienen una coordinacién con 4
iones de oxigeno y los iones Fe?* con 8. Por esta razon la celda unitaria de la magnetita se
representa como (Fe*")s [Fe*"Fe**]s 032 (95,96). A esta configuracion cristalografica se le

denomina espinela inversa y se mantiene hasta Tv ~120 K (-153.15 °C).

Al parecer la estructura de espinela inversa es la razon de su alta conductividad
electronica, que hace posible el intercambio continuo entre iones F°" y Fe** (Figura 11a,
flecha verde), debido a sus configuraciones electronicas. Tanto para la Fe3O4 y y-Fe2Os,

oy . 3+ 292716222162 45 . 2+
tenemos que la configuracion del ion Fe’" es 1s72s°2p°3s°3p°3d° y para el ion Fe™ es
1522522p®3s23p®3d®, siendo los electrones del orbital 3d del Fe los que determinan las
propiedades magnéticas donde ocurre el intercambio continuo. Sus configuraciones

y e 3+ 4 . . 24 -
electronicas revelan que el Fe’" tiene cinco electrones no apareados mientras que el Fe“" tiene
cuatro. Los iones Fe’" y Fe?" en coordinacion octaédrica se acoplan ferromagnéticamente
mediante un mecanismo de doble intercambio. Los electrones con spines opuestos se
intercambian entre los dos sitios octaédricos. Por otro lado, los iones Fe*" en los sitios
tetraédricos y octaédricos se acoplan anti-ferromagnéticamente mediante un mecanismo de
superintercambio. Esto significa que los spines del Fe*" se cancelan unos con otros, y los
spines desapareados del Fe?" en los sitios octaédricos contribuyen a la magnetizacion. Es esta
configuracion de momento magnético la que origina el ferrimagnetismo en la magnetita

(84,97).
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Figura 11. Estructuras cristalinas y configuracion de su spin en (A) magnetita y (B) maghemita (96).

La substitucion parcial de los cationes en la estructura de la magnetita en un sitio u
ambos ofrece la posibilidad de mejorar sus propiedades quimicas y fisicas, dado que se
modifica su simetria cristalina, formandose espinelas deficientes de cationes, los cuales
cambian las longitudes de la red, sus interacciones magnéticas, anisotropia magnética e

influencian su saturacion y coercitividad (98).

La maghemita cristaliza de forma similar en una estructura ctibica con una supercelda
tetragonal con un a = 8.336 A (Figura 11B). Los valores del parametro de red pueden variar
dependiendo del contenido de Fe en y-Fe2O3 con 42.86% de Fe y a = 8.37 A; y con 40% de
Fe y a = 8.30 A. La oxidacion de la magnetita da origen a la maghemita. Cuando ocurre la
oxidacion de la magnetita la red de oxigeno se amplia por la adiciéon de mas atomos de
oxigeno. El cual se afiade en forma de nuevas capas empaquetadas compactamente. En
consecuencia, hacia el interior migran los iones de Fe, lo que resulta en una disminucion de

su concentracion en un volumen dado de la red de oxigeno. En la y-Fe;O3 hay en promedio
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21 1/3 de 4tomos de hierro oxidado (Fe*"), distribuidos arbitrariamente en el mismo volumen
(Fe304) en los 16 sitios octaédricos y en los 8 tetraédricos. La estructura de la maghemita
puede obtenerse al crear 8/3 de vacancias fuera de los 24 sitios de Fe*" de la celda cubica de
la magnetita. Las vacancias del cation Fe?" se localizan en los sitios octaédricos y su arreglo
en la estructura de la maghemita tiene un papel preponderante en su respuesta magnética. La
estructura de la maghemita puede aproximarse a una celda cubica de composicion (Fe**)s
[Fe**ss; ® 153]s O3, donde ® representa las vacancias. Dado que los spines en los sitios
octaédricos y tetraédricos se orientan de forma antiparalela, la maghemita es ferrimagnética.

(95,98)

Para las aplicaciones biomédicas como la hipertermia la magnetita y maghemita son
los 6xidos metalicos de transicion mas importantes. Puesto que han mostrado cubrir los
requerimientos como conservar sus propiedades superparamagnéticas (debido a su Tc=850
K) a temperatura ambiente, presentan una elevada saturacion magnética (Ms re3os= 91.6
emu/gy Ms y.re203 = 84 emu/g), coercitividad cercana a cero y tienen los niveles mas bajos

de toxicidad en estudios preclinicos (85,87).

2.3 La hipertermia como tratamiento.

Los beneficios del calor como agente terapéutico era conocido en varias culturas
desde tiempos antiguos (3000 A.C.). Dado que el calor se asociaba con la “energia curativa”
del sol, era comun emplear fuentes naturales que lo producian como aguas termales y sus
lodos, aire caliente, vapor de cuevas volcénicas, etc. Existen descripciones que indican que
los egipcios utilizaban varas y navajas calientes para el tratamiento local de tumores de seno
(99). En la antigua Grecia y Roma los médicos tenian la firme conviccion que controlando la
temperatura del cuerpo les permitiria curar diversas enfermedades. Esta idea fue difundida
por el filésofo Parménides y posteriormente por Hipdcrates, el cual afirmaba que una
enfermedad resultaria incurable, sino era posible curarla con el calor (“Lo que la medicina
no cura, el hierro lo hara, lo que el hierro no cura el fuego lo hara, y lo que el fuego no cura
debe considerarse incurable’). Basandose en sus teorias del efecto curativo del calor,

Hipocrates trato con éxito el cancer de seno de acuerdo a los registros de la época (99—-101).
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Los romanos emplearon calor como tratamiento. Celsus en su tratado de medicina prescribe

bafios calientes para el tratamiento de diversas enfermedades (100).

El primer articulo sobre hipertermia fue publicado en 1866 por el cirujano aleman
Carl D.W. Busch, donde describi6 que el incremento de temperatura ocasionado por erisipela
tenia un efecto secundario en la regresion de un sarcoma. Este descubrimiento fue
fundamental, ya que se convirtid en el primer caso reportado donde la elevacion de la
temperatura destruia selectivamente células cancerosas sin afectar la salud del paciente. Este
descubrimiento llevo a practicas médicas de inducir fiebres infecciosas en pacientes con
cancer, aplicando vendajes en heridas o sangre infectada con malaria (102).

Esta relacion de induccion de la temperatura por pirdgenos de un proceso infeccioso
y la regresion del cancer fue estudiada por William B. Coley. En 1891 utilizando inyecciones
localizadas en los sitios tumorales con cultivos de cepas bacterianas Streptococcus pyrogenes
y Serratia marcescens, que producian la respuesta pirdgena tipica de la erisipela indujo la
elevacion selectiva de la temperatura; para el tratamiento de diversos tumores malignos. Esta
combinacion de pirdgenos bacterianos eventualmente se conocié como la toxina de Coley.
Por esta aportacion es considerado el padre de la hipertermia e inmunoterapia moderna contra
el cancer. Coley logrd que pacientes con canceres inoperables incrementaran su sobrevida de
un 24% a un 64%, mostrando que a mayor temperatura inducida (40-40.5 °C) la probabilidad
de sobrevida incrementaba. Sin embargo, debido a lo impredecible de la respuesta en cada
paciente a las toxinas bacterianas este método fue abandonado en la busqueda de

metodologias mas controlables (102).

Los intentos por generar temperaturas elevadas en el cuerpo siguieron con el
desarrollo de metodologias como envolver a los pacientes en plastico y sumergirlos en cera
caliente o colocarlos en cuartos o cajas calientes. Técnicas mds sofisticadas consistian en
extraer la sangre, entibiarla o templarla y reintroducirla. Estos tratamientos a menudo
provocaban la muerte. Sin embargo, la hipertermia seguia recomendandose ampliamente

para tratar enfermedades de transmision sexual, artritis, desordenes mentales (100).
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La hipertermia local fue implementada por el médico sueco Franz J.E. Westermark,
quién tratd exitosamente canceres inoperables uterinos. Mediante la circulaciéon de agua
caliente (42-44 °C) en un serpentin metalico aplicado en la region del tumor (100,101).

El uso de electricidad para tratamiento del cancer fue posible con la invencion de la
pila eléctrica (Luigi Galvani y Alessandro Volta, 1780 a 1800). Los tratamientos de la época
consistian en aplicar directamente una corriente eléctrica con ayuda de agujas o alambres
conectados a las celdas voltdicas para quemar los tumores. A lo que se denomind
galvanocauterio o cuchillas eléctricas. Estas metodologias de cauterizaciéon fueron
implementadas para el tratamiento de canceres de ttero, prostata y para disminuir el sangrado
en procedimientos quirtrgicos.

Los avances en el campo del electromagnetismo por C. Maxwell, H. Hertz, N. Tesla
entre otros, permitieron el desarrollo de dispositivos de corriente alterna para aplicaciones
terapéuticas. Este ultimo refirio los efectos terapéuticos del calor usando corriente alterna a
cierta frecuencia, y en 1899 se cur6 de tuberculosis pulmonar aplicindose corrientes de alta
frecuencia. Sin embargo, fue el fisidlogo y fisico Jaques-Arsene d” Arsonval quién establecid
las bases para el empleo de corrientes de alta frecuencia para el tratamiento de diversas

enfermedades (103).

La posibilidad de generar calor en tejidos profundos fue introducida por K.F.
Nagelschmidt y desarrollado independientemente por G. Schwartz y C. Miiller (101). Dado
que el primero demostr6 la posibilidad de calentar los tejidos con energias de alta frecuencia
a lo que denomin6 diatermia. La cual tenia la finalidad de inducir un calentamiento (40-45
°C) que activase la circulacion sanguinea sin la destruccion de los tejidos y en breve fue

introducida en las practicas clinicas.

El descubrimiento de la radiacion ionizante (1895) por W. Roétgen, disminuy6 el
interés para tratar el cancer por hipertermia. Esto aunado al desarrollo insuficiente de los
dispositivos de generacion de calor, asi como las técnicas para su medicion. Desde entonces
los métodos tradicionales para el tratamiento del céncer fueron la radioterapia y

quimioterapia (99,103).
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Sin embargo, en 1910 G. Schwartz y Miiller encontraron que la hipertermia en
combinacion con la radioterapia ofrecia buenos resultados terapéuticos. Pero fue hasta 1962
que resurgio el interés por la investigacion de los efectos terapéuticos de la hipertermia,
gracias al descubrimiento del médico George W. Crile Jr., quién describi6 la eficacia de
elevar la temperatura (42-50°C) por periodos prolongados en la regién del tumor para su
destruccion selectiva (99,101,103). A partir de estos resultados diversos investigadores se
dedicaron a disefiar experimentos en células tumorales, para explorar los efectos de la
exposicion a la radiacion, agentes quimioterapéuticos e hipertermia. A la par que se
mejoraron las técnicas de perfusion y dispositivos para la aplicacion de la hipertermia, en

tumores aislados u 6rganos.

La revolucion tecnologica ha aportado nuevos métodos de calentamiento local
(radiacion con microondas, electrodos, catéteres, implantes magnéticos, ultrasonido, laseres,
etc.). Estos continian en desarrollo para incrementar la eficiencia y especificidad del
tratamiento. Algunos ejemplos de estas tecnologias como el empleo de microondas
focalizadas en el area del tumor permiten elevar la temperatura localmente, sin calentar
excesivamente la piel. Sin embargo, las microondas producen calor excesivo por lo cual no
se emplea cuando la localizacion del tumor es cercano a drganos vitales (vejiga, bazo). Una
alternativa es el uso combinado de la crioablacion (-20 a -130 °C) con ciclos de calentamiento
permitiendo tratamientos cortos de 10 minutos. El ultrasonido altamente focalizado (10-1000
veces) absorbe energia acustica intensa que se transforma en calor. Sin embargo, por el
momento produce necrosis coagulativa rapidamente, aunque en la actualidad el tratamiento
del cancer se realiza con técnicas invasivas (quimioterapia) o locales (radioterapia). Los
procedimientos experimentales no invasivos como la hipertermia magnética consisten en el
empleo de nanoparticulas direccionadas a los sitios blanco, para inducir calor controlado y
producir citotoxicidad y electroporacion irreversible, para la eliminacion del tumor. Los
avances en las ciencias bioldgicas comienzan a dilucidar los mecanismos moleculares detras
de la induccion de la elevacion de temperatura, como lo es la activacion de la cascada inmune
(interleucinas, interferon y factores de necrosis tumoral) para producir inmunidad tumoral.

Estos hallazgos han potenciado el empleo de la hipertermia magnética para el desarrollo de
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la inmunoterapia contra el cancer, lo que abre un nuevo camino hacia la aplicacion de la

hipertermia magnética (101,102).

2.3.1 Hipertermia magnética.

La hipertermia magnética o nanotermia emplea nanoparticulas magnéticas como
generadores de calor para inducir localmente la muerte celular. El uso de micro- y nano-
materiales magnéticos para el desarrollo de la hipertermia magnética comenzo6 en 1957, con
Gilchrist et al., quienes introdujeron particulas magnéticas micrométricas para inducir el
calentamiento local en linfonodos de perros (104). Posteriormente Gordon et al., (1999)
utilizaron nanoparticulas magnéticas de 6 nm de diametro recubiertas con dextran (105,106).
A estos experimentos les siguieron desarrollos rdpidos como MNPs con la formacion de
cubiertas con liposomas cationicos para mejorar su localizacion en tumores y absorcion en

células, y otras tecnologias como se ha descrito previamente (Tabla 1).

La hipertermia con fluidos magnéticos o termoterapia ha pasado los ensayos
preclinicos para su aplicacion en humanos y se considera una terapia clinica prometedora (3).
Su aplicacion clinica para el tratamiento del glioblastoma multiforme cerebral por compaifiias
como MagForce Nanotechnologies AG, ha establecido su importancia en los tratamientos

clinicos de frontera (107,108).

En la hipertermia clinica se distinguen dos tipos de tratamiento: (1) temperatura
inducida en el rango de 42-45 °C por unas cuantas horas y que puede emplearse sola o en
combinacion con agentes toxicos (radiaciébn o quimioterapia) y, (2) temperatura con el
objetivo de generar un exceso de calor (=50 °C) con un efecto de termoablacidn, cuyo tiempo
de exposicion es limitado. Esta modalidad se realiza con reservas dado que un dafio extenso
sobre el tumor produce repentinamente grandes cantidades de material necrético y una

elevada respuesta inflamatoria que puede ocasionar el sindrome de shock.

En la practica médica, la metodologia a emplear debe considerar ademas los aspectos
fisiologicos de la patologia (tipo de tumor, tamafio, ubicacién anatomica, profundidad,

distribucion del flujo sanguineo, etc.). Dependiendo de la estrategia a utilizar, la hipertermia
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en la clinica se clasifica en: 1) calentamiento local de tumores superficiales, 2) local en

tumores profundos, 3) calentamiento regional y 4) sistémico (109).

Los primeros esfuerzos por inducir la hipertermia magnética por Gilchrist enfatizaron
esta necesidad de identificar las condiciones apropiadas para depositar el calor de forma
controlada y diferencial, asi como la seleccion adecuada de los intervalos de frecuencia de
las ondas electromagnéticas en su interaccion con el material magnético, para proporcionar

el efecto terapéutico deseado de acuerdo a la patologia (104).

Sin embargo, la aplicacion clinica de la hipertermia se ha limitado debido a los
problemas aunados a su selectividad y control de la dosis de calor administrada en la region
de interés. La hipertermia con nanoparticulas magnéticas es una estrategia controlada que
podria resolver estos problemas. Dado que se puede concentrar selectivamente el calor
disminuyendo su efecto en las células y tejidos adyacentes sanos. Por lo cual se expondran
brevemente las propiedades y mecanismos que conducen al calentamiento de los materiales

magnéticos nanoestructurados.

2.3.2 La absorcion especifica de potencia (SPA) de las MNPs.

El calor es un tipo de energia mecanica resultado del promedio de las energias (Q) de
las moléculas en movimiento, que es medida por la temperatura (T), es decir, es energia
cinética. La forma usual de medirla es con la relacion termodinamica: Q= Cs myAT. Donde
Cs es el calor especifico del fluido en (J/K g), myla masa del fluido (g) y AT el incremento
de temperatura (K). Dado que el calor depende de la cantidad de muestra que se desea medir,
es mas preciso determinarlo por la absorcion especifica de potencia (SPA, specific power
absorption), también conocido como razén especifica de absorcion (SAR, specific
absorption rate) o pérdida especifica de energia (SLP, specific loss power). Este parametro
provee una medicion de la energia o potencia disipada por unidad de masa en watts por gramo

(W/g).
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Las MNPs en combinacién con el campo magnético alterno (AMF, alternating
magnetic field) convierten la energia electromagnética en calor. Esta capacidad de
calentamiento de un material magnético se cuantifica mediante el SPA. Definido como la
cantidad de energia del AMF transformada en calor por unidad de masa de material

magnético en un tiempo determinado (ecuacion 1) (89,110).
sPA = Cs (57) Ecuacion 1

Donde el término entre paréntesis AT/At es la razon de calentamiento de la muestra,
que se evalua como la pendiente maxima definida como el incremento de temperatura en un
intervalo de tiempo determinado, y Cs es la capacidad calorifica (Cagua=4.18 J/g-K), que
depende de la concentracion promedio de la masa de material magnético, la cual se calcula a

partir de (ecuacion 2):

Co _mnp enptmyc; Ecuacion 2
myp

Donde ¢ y cnp son las capacidades calorificas del solvente y de las MNPs. Mientras

que my, mnp son las masas del liquido y de las MNPs, respectivamente.

Si la concentracion de MNPs es muy pequefia se puede aproximar a mici + mnpenp =
mici tal que (ecuacion 3):
AT myc; AT

5 .y
SPA =L . — = Ecuacion 3
¢ At mpyp At

1 0nl10 & es la densidad del liquido (ejemplo: agua) y ¢ =mnp/V;es la concentracion
en masa (en mg) de las MNPs que tiene la solucidon coloidal en un volumen (en ml)

determinado. Por lo cual, la ecuacion (1) puede expresarse como (ecuacion 4):

_ Sie (AT iy
SPA = " (At)max Ecuacion 4
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En este trabajo, la ecuacion (4) se emple6 para obtener los valores del SPA por gramo
de material magnético (W/g re304) contenido en el coloide, medidos a partir de la pendiente
maxima del AT vs At durante los primeros At = 10-20 segundos. Experimentalmente, la
disipacion continua de calor de la muestra se midi6 en un sistema adiabatico, para determinar
los mejores coloides magnéticos que incrementasen la temperatura y posteriormente
emplearlos para la generacion de la hipertermia magnética in-vitro. El disefio del sistema
adiabatico del equipo de hipertermia (DM 1, nB Nanoscale biomagnetics, Spain) asegura que
las determinaciones de temperatura sean las debidas tnicamente a la generacion de calor por
el material de hierro (MNPs) en el sistema, el cual esta aislado por un alto vacio (10”7 mbar),

esto se describe en materiales y métodos.

En general, cuando se expone un material magnético a un campo magnético alterno,
este puede generar calor a través de cuatro mecanismos posibles: histéresis, corrientes de
Eddy (Foucault), la relajacion de Néel y la rotacion de Brown, pero solo uno predomina. En
el caso de los materiales superparamagnéticos, generan calor principalmente mediante los

ultimos dos mecanismos (88,111).

Al disminuir el tamaiio de particula, también se disminuye la barrera para la reversion
de la magnetizacion y en consecuencia, las fluctuaciones térmicas conducen al fenémeno de
relajacion (111). Las MNPs monodominio dispersas en un medio acarreador pueden
reorientar sus momentos magnéticos mediante dos mecanismos distintos:

A) La relajacion de Brown, que es la rotacion fisica de las MNPs en contra del fluido
viscoso generando un torque en el medio circundante (gelatina, tejido, matriz extracelular).
B) La relajacion de Néel, que se debe a la rotacion de los momentos atdmicos magnéticos
dentro de la red del cristal en contra de la anisotropia magnética efectiva (energia requerida
para cambiar la direccion de la magnetizacion con respecto a su estructura fisica) (Figura 12).
Estos mecanismos estan definidos por sus tiempos de relajacion Browniana (t7g5) y de Néel

(ty), donde 7 es el tiempo de relajacion de los momentos magnéticos.
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(A) (B)

Figura 12. Esquema de los mecanismos de relajacion del momento magnético en una nanoparticula

monodominio. (A) Rotacion Browniana y (B) Relajacion de Néel (89,111).

Asi, la relajacion de Brown se describe por (ecuacion 5):

35 Vu
kgT

Tgp =

Ecuacion 5

Mientras que la relajacion de Néel, se describe como la fluctuacion de la direccion
del momento magnético a lo largo de la barrera de anisotropia, y su tiempo de relajacion esta

dado por la razén de la energia de anisotropia (K¥) y la energia térmica (ksT) (ecuacion 6):
™= 1) ([o) eXVM/kgT (to ~ 1079 — 10712s) Ecuacion 6
M

Estas ecuaciones muestran la dependencia de los tiempos de relajacion con respecto
a la viscosidad del medio (1), el volumen hidrodindmico (Vn), la constante de Boltzmann (ks
=1.38 x 10% JK™"), 1a temperatura absoluta (T), la constante de anisotropia magnética (K) y

el volumen del nticleo magnético (Vwm).

Ambos mecanismos ocurren de forma simultanea, donde el mecanismo de relajacion

mas rapido es el dominante y esta dado por el tiempo efectivo de relajacion (z.r5) definido

por (ecuacion 7):
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TBTN .y
Teff = Ecuacion 7
TB+TN

Experimentalmente es dificil distinguir el proceso que predomina. En la relajacion de
Néel, el SPA tiene una dependencia exponencial con el volumen de la particula. Ya que una
particula muy pequeia requerird menor energia para la rotacion de su momento magnético y
en consecuencia este mecanismo de relajacion se vuelve muy importante para la generacion
de calor. Mientras que el SPA es lineal en el mecanismo de Brown, el cual esta estrechamente
relacionado con el didmetro hidrodindmico y la viscosidad del medio. Debido a que una
mayor viscosidad disminuiré la rotacion de las particulas. En general, las pérdidas de calor
mediante la relajacion de Néel predomina en MNPs pequefias mientras que el régimen de

Brown domina en las MNPs grandes (112).

Asi, para las aplicaciones en hipertermia es mejor utilizar MNPs que relajen mediante
el mecanismo de Néel, ya que al ser internalizadas por las células ocurre una modificacién
en la viscosidad del medio acarreador (liquido) y su rotacion libre en comparacién con un
medio de mayor viscosidad como el citoplasma, matriz extracelular etc., donde se verd

impedida (Figura 13).

(I
Brownian

Figura 13. Esquema de las MNPs con distintos mecanismos de relajacion en el ambiente celular como puede
ser las adosadas a la matriz extracelular (fibras negras) y las libres en el espacio extracelular. Las MNPs que no
se encuentran firmemente adosadas tendran la capacidad de rotar, mientras que las embebidas en la matriz

extracelular o el citoplasma con su momento magnético bloqueado solo relajan por Néel (113).
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Una eficiencia de calentamiento elevada es crucial para el uso clinico de las MNPs,
debido a que se requeriran inyectar cantidades menores. Asi como su acoplamiento con el
campo magnético alterno (AC 6 AMF) aplicado para optimizar la respuesta del material
magnético y asegurar su eficiencia termoterapéutica (94,110,114).

La aplicacion del AC debe oscilar mas rapido que el tiempo de relajacion de las MNPs

para inducir la generacion de calor (P), de acuerdo con la ecuacion de potencia (ecuacion 8):

P = oy fH? Ecuacién 8

Donde p, es la permeabilidad en el vacio (4 x 107 J A2 m™), x la suceptibilidad
del AC, f la frecuencia del campo magnético aplicado y H es la fuerza del campo AC

aplicado.

El marco tedrico para comprender los mecanismos fisicos involucrados en la
eficiencia de calentamiento de las MNPs superparamagnéticas es mediante la teoria de la
respuesta lineal (LRT, linear response theory) introducida por Rosensweig (115,116). Esta
teoria relaciona la generacion de calor (P) con el SPA (W g'!) mediante el promedio de la
densidad de la masa de las particulas (SPA= P/ p re304) en relacién al campo magnético

aplicado (su magnitud y frecuencia), expresado como (ecuacion 9) (88):

(2nfg) 2

m Ecuacion 9

P = muox H§ -

Dado que SPA=P, tenemos que (ecuacion 10):

(2mftR) 2
1+ (2uftg) 2

SPA = mugx HZ - Ecuacién 10

Donde Ho es la amplitud del campo magnético oscilante y 7z es el tiempo de
relajacion de Brown-Néel para la reorientacion de los momentos magnéticos. Esta ecuacion
resume que la energia generada mediante la aplicacion de un campo magnético alterno resulta

en energia térmica, para una determinada masa de MNPs superparamagnéticas. De acuerdo
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a esta teoria, el SAR incrementa linealmente con el volumen de las MNPs y su cantidad esta
en funcidn del cuadrado de la fuerza del campo magnético aplicado, mientras que los otros
factores permanecen constantes. Entonces, al modificar las propiedades del campo magnético
(su amplitud y frecuencia), se puede optimizar el calentamiento de las MNPs. Asi, para las
MNPs superparamagnéticas, los valores de SPA incrementaran al aumentar la frecuencia y
amplitud del AC. Sin embargo, para la aplicacion segura de la hipertermia en pacientes se
debe evitar el sobrecalentamiento inespecifico de los tejidos sanos producido por la
generacion de las corrientes de Eddy (méaximo tolerable 25 mW ml™!) y la estimulacion de

los nervios (117).

La penetracion de las ondas electromagnéticas en funcion de la frecuencia fue
estudiado por Hager y Cheung, quienes establecieron que a menor frecuencia se incrementa
la penetracion en los tejidos (118). Las bobinas (electroimanes) de campos magnéticos para
mediciones biologicas del SPA estan disefiados para trabajar en intervalos de frecuencia baja
(100-800 kHz), evitando las frecuencias altas donde hay un acoplamiento eléctrico de las
ondas electromagnéticas con los tejidos que causan un calentamiento dieléctrico como ocurre
con las microondas. Se ha encontrado experimentalmente que el producto de la frecuencia y
la amplitud del campo magnético (el factor Hf) debe ser menor a 5 x 10 * Am's™! para la

aplicacion segura de la hipertermia magnética (119).

La validez de la LRT es en condiciones en donde la amplitud del campo aplicado es
pequefio en comparacion con la coercitividad del material (en particulas de anisotropia
grande). Diversos trabajos han utilizado recientemente la dependencia cuadratica del SPA =
H? para ajustar los datos experimentales y probar la validez de la LRT de acuerdo con la

relacion establecida (ecuacion 11):

SPA = AH} Ecuacion 11

Donde 4 es una constante que depende las propiedades de las nanoparticulas
(susceptibilidad magnética inicial, tamafio, forma, etc.) y A es un parametro que estima la

validez de la LRT y cuyo valor esta en el intervalo de 1-2 (110,120).
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2.3.3 Anisotropia magnética.

Como se ha discutido para los materiales multi- y monodominio sujetos a un campo
magnético de alta frecuencia la pérdida de calor se da a través de sus ciclos de histéresis, la
relajacion de Néel y Brown (121). Sin embargo, el efecto de calentamiento también depende
fuertemente de otros factores como el tamafio y distribucion de particula, la saturacion de la
magnetizacion, la frecuencia y amplitud del campo aplicado, polimeros de recubrimiento y

la anisotropia magnética (86,89).

Recientemente, la anisotropia magnética se ha explorado en detalle puesto que en la
nanoescala tiene un papel preponderante en el fenomeno de generacion de calor. Dado que
en los materiales superparamagnéticos las pérdidas de calor por histéresis son neligibles, su

anisotropia magnética resulta interesante.

Los nanomateriales pueden generar un mejor control en energia que su contraparte
macro (bulk) debido a la anisotropia de superficie que asiste a la energia total de anisotropia
(KV). Fisicamente, es la energia requerida para cambiar la magnetizacién de una direccion
particular a otra con respecto a su estructura u orientacion cristalina. La energia de anisotropia
contribuye al calentamiento, ya que esta es sensible a las interacciones con el campo
magnético mediante las interacciones colectivas con otros nanocristales magnéticos. Esta
anisotropia aumentada en las MNPs contribuye a incrementar las pérdidas durante la

histéresis cuando son sometidas a un AC (91).

Las fuentes de anisotropia son cuatro: 1) magnetocristalina, 2) forma, 3)

superficie/interface y 4) coloidal (medio de interaccion).

La anisotropia magnetocristalina es dictada por la estructura del cristal, la cual
determina la orientacion preferida de los momentos magnéticos en relacion a los ejes
cristalograficos. La anisotropia de forma ocurre cuando ésta (elipsoide, baston, cubo, etc.)
dirige la orientacion del momento magnético con respecto a su eje mayor o menor. La

anisotropia de superficie/interface es debida a las asimetrias estructurales, como los cambios
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en composicion en las interfaces o fronteras de los cristales. La anisotropia coloidal o
colectiva surge a partir de las interacciones dipolares entre las MNPs en suspension en un
liquido que permite grados de desplazamiento translacional o rotacional, originando la

formacion de estructuras de mayor orden como cadenas (59).

La energia total de anisotropia incrementa al disminuir el tamafio de particula (91).
Esta anisotropia aumentada en las MNPs contribuye a intensificar la pérdida de calor cuando
se someten a un campo AC, generando un SPA elevado. Por lo tanto este parametro se vuelve

critico para el control de la generacion de la hipertermia magnética (86,91,122).

En el &mbito bioldgico, la anisotropia coloidal tiene un papel importante, puesto que
el SPA generalmente se determina en el fluido acarreador de las MNPs, mientras que las
condiciones intracelulares (viscosidad, temperatura, biomoléculas adosadas, etc.) modifican
el arreglo de las MNPs inmovilizdndolas en este microambiente. El ambiente intracelular
confina las MNPs modificando sus propiedades coloidales y sus interacciones magnéticas
entre particulas, lo que minimiza la energia libre total del coloide cuando este es sometido a
un AC vy, en consecuencia, sus propiedades de calentamiento. La optimizacién del SPA,
considerando la anisotropia de las MNPs se ha demostrado por pocos trabajos reportados por
Gonzalez-Fernadez et al. (86), Lima et al. (114,123) y Goya et al. (123). Donde ademas, se
recalca la importancia de utilizar intervalos estrechos de tamafo de particula y mantener la
funcionalizacion de sus superficies al minimo para las aplicaciones biomédicas de

hipertermia (86,124).

2.3.4 Funcionalizacion de las MNPs.

Las MNPs no recubiertas tienden a aglomerarse debido a sus fuertes interacciones
magnéticas, las fuerzas de van der Waals y a su elevada energia de superficie. Su
recubrimiento no solo tiene la funcidén de estabilizarlas en solucion electrostéricamente,
protegerlas contra la degradacion y oxidacion de la superficie; también provee sitios para su
funcionalizacion con compuestos cataliticos, medicamentos, biomoléculas de

reconocimiento antigeno-anticuerpo, grupos funcionales para la union con otros metales, etc.
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Los metales comunmente empleados para la funcionalizacion son el Au, Ag. Estos
protegen a las nanoparticulas de la corrosion y les confieren propiedades Opticas. Las
cubiertas con SiO; les brindan estabilidad coloidal y ofrecen una superficie para su
bioconjugacién con diversas moléculas. En combinacion con Gd son utilizados como agentes
de contraste de tejidos para MRI y nanocalentadores en la region del tumor. El recubrimiento
o incorporacién de las MNPs con polimeros también ofrece una superficie organica de
proteccion y funcionalizacion. Los polimeros cominmente empleados son muy diversos
(dextran, polietilén-glicol, 6xido de polietileno, poli-N-isopropil acrilamida, etc.), y
coadyuvan a la entrega de medicamentos controlando su liberaciéon y prolongan su
circulacion en sangre. Las MNPs también se han recubierto directamente con moléculas
pequeiias (fenoles) para disminuir su didmetro hidrodindmico y evitar las modificaciones de
sus propiedades magnéticas (27). Las MNPs con tamafos hidrodinamicos alrededor de 50
nm tienen una extravasion limitada. Los liposomas se han desarrollado tanto para encapsular
nanoparticulas magnéticas con medicamentos (hidrofobicos o hidrofilicos) y aumentar su
concentracion local. Esta estrategia ha resultado exitosa en el tratamiento de distintos
tumores. Las cubiertas con carbon no son muy frecuentes dado que se requieren elevadas
temperaturas que llevan a la oxidacién del hierro. Sin embargo, estas cubiertas han resultado
muy efectivas como sustrato para el crecimiento de células nerviosas y en aplicaciones de

MRI e hipertermia (125).

Debido a la intencion de utilizar los nanomateriales magnéticos para la generacion de
calor en la hipertermia magnética. Se deben considerar diversos aspectos en su
funcionalizacién para su aplicacion intratumoral exitosa y la Optima elevacion de la
temperatura en su destino final. La funcionalizacidén hace a las MNPs mas compatibles con
los sistemas biologicos y esta debe considerar su via de ingreso. Para su administracion in
vivo, se han visualizado dos estrategias para llevar las MNPs a su sitio de accion. La primera
es la inyeccion directa intratumoral con el fin de incrementar localmente el contenido de
material magnético para obtener un efecto terapéutico del calor generado. El éxito de esta
estrategia depende de la dosis, el control posterior de la distribucion de las nanoparticulas y
su ubicacidn espacial en el tumor, ademas de su accion sinérgica con tratamientos como

quimio y radioterapias, como en la terapia intracraneal con MNPs (108). Aunque esta
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metodologia se ha aplicado con éxito en tumores sélidos, este procedimiento no puede
emplearse en tumores primarios blandos o metéstasis (tumores pequeios de ~3 mm)

(107,126).

La segunda estrategia consiste en introducir por via intravenosa o aérea una solucion
de MNPs que se acumulen exclusivamente en su sitio blanco. Esta representa el mayor reto
dado que deben considerarse los mecanismos bioldgicos limitantes como: la dosis tolerable

de hierro, toxicidad, viscosidad y barreras fisioldgicas de defensa del organismo.

La dosis maxima de hierro via oral tolerable por el cuerpo humano es de 5 mg por kg
de peso y las cantidades terapéuticas inyectadas directamente en el area del tumor estan en
el intervalo de 1 M. De esta dosis la cantidad de nanoparticulas internalizadas por una célula
esta en el orden de picogramos, lo que significa que una pequefia porcion de MNPs son
capaces de incrementar la temperatura intracelular (119,127). Ademas de poseer una 6ptima
eficiencia en la generacion de calor, se debe asegurar una elevada internalizacion celular en
su destino final. También se debe evitar su degradacion y excrecion mediante el sistema

reticulo endotelial (RES) (119).

Por este motivo, la mayor parte de los trabajos con aplicaciones biomédicas en el area
de la hipertermia magnética se han enfocado al desarrollo de MNPs con momento magnético
grande (elevada anisotropia magnética), rotacion en un eje facil que depende de la anisotropia
y energia magnetocristalina, mientras que, los recubrimientos multifuncionales deben
asegurar su estabilidad coloidal intracelular, direccionar su localizacion en 6rganos y tumores

e incrementar su internalizacion celular.

En cuanto a su forma, diversos estudios han demostrado que las MNPs (esféricas,
dimeros, nano cubos, nanoflores, liposomas con MNPs) al interactuar con el ambiente celular
disminuyen su SPA. Esto ocurre independientemente de su forma, propiedades magnéticas y
composicion. Debido a su interaccion con la membrana celular, internalizacion y
degradacion de las MNPs que modifican su mecanismo de relajacién. El confinamiento

celular tiene un efecto variable en las propiedades magnéticas. Las MNPs
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superparamagnéticas son minimamente afectadas por el ambiente intracelular mientras que
las ubicadas cerca del régimen ferromagnético su movilidad por Brown se ve completamente
inhibida (Figura 13) (128). Derivado de estos estudios, los esfuerzos se han enfocado a
determinar la mejor funcionalizacién de las MNPs para su interaccion con las células, ya sea
que es mas adecuado que no interactuen con la membrana celular y sélo ocupen el espacio
intratumoral o que fucionalizadas con polimeros termosensibles acarren agentes
quimioterapéuticos para aumentar la efectividad de los tratamientos actuales (124). Los
ligandos organicos (polimeros) e inorgéanicos (silice) también modifican sus propiedades
magnéticas. Modifican su anisotropia y momento magnético de los &tomos ubicados hacia la
superficie de las nanoparticulas. Diversos estudios corroboran que disminuyen su momento

magnético y en consecuencia su magnetizacion (129).

El SPA también se ve disminuido por el espesor de la cubierta y el peso molecular de
los polimeros. La eficiencia de calentamiento decrece con cadenas poliméricas largas excepto
en MNPs con un tamafio grande. La estabilidad coloidal baja también tiene un efecto en la
disminucién del SPA. Diversos polimeros (dextran, PEG, etc.) se utilizan para disminuir las
interacciones dipolares y aumentar su estabilidad, considerando una longitud de cadena
optima para su desempeio intracelular. Una vez estabilizado el coloide, y para incrementar
la cantidad de MNPs internalizadas en las células, se ligan con moléculas con receptores de
membrana sobrexpresados en tumores (HER-2, folato, etc.), para facilitar su reconocimiento
e internalizacion. También se unen con agentes quimioterapéuticos, donde la hipertermia
magnética utilizada para la entrega de medicamentos no requiere valores elevados de SPA

como en la hipertermia sola (126).

2.3.5 Influencia de la funcionalizacion de las MNPs y vias de internalizacion celular.

Las interacciones entre MNPs y las células es un proceso muy dindmico que depende
de las caracteristicas de las nanoparticulas (tamafio, forma, carga de superficie), de las
propiedades de la membrana celular (fluidez, tipo de receptores) y del tipo celular. Esto

determinard su via de entrada y destino intracelular entre los distintos compartimentos.
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Durante la internalizacion, diversas vias pueden ocurrir simultaneamente, siendo las rutas
comunes de internalizaciéon la pinocitocis (internalizacion del fluido extracelular),
endocitosis mediada por clatrina (CME) o por receptores (formacion de vesiculas endociticas
~100 nm recubiertas por clatrina) y endocitosis dependiente de caveolina (vesiculas 50-100

nm formadas por lipidos catidonicos y grupos amino) (Figura 14).
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Figura 14. Esquema de las distintas rutas de internalizacién celular de las nanoparticulas. Pinocitocis es el
mecanismo de eleccion para MNPs de tamafio grande y microparticulas. La endocitosis mediada por caveolina

es responsable de la internalizacion de nanoparticulas anidnicas. Mientras que la endocitosis mediada por

clatrina requiere de un ligando para su induccion (113).

El tamafio de las nanoparticulas tiene influencia en la ruta de internalizacion celular.
Asi por ejemplo, MNPs con tamafios de 50 nm, ademds de tener la mayor tasa de
internalizacion celular, son captadas mas rapidamente por vesiculas recubiertas con clatrina,
que aquéllas con tamafios mayores (130). Se ha reportado que la formacién de invaginaciones
de membrana con clatrina (50-200 nm) son inducidas por el tamafio de las nanoparticulas.
Mientras que aquéllas de ~25 nm requieren de cantidades mayores de NPs aglomeradas para
inducir la CME. Los mejores tamanos de NPs para la internalizacion estan en el intervalo de

40 a 100nm, determinado por el tamafio de las vesiculas de clatrina para la internalizacion.

La forma de las NPs también influye en la tasa y via de internalizacion. Se ha
encontrado que aquellas de formas que tienden a ser esféricas son mas facilmente
internalizadas que las de formas alargadas (baston, disco). A estas ultimas le toma mas

tiempo a la célula rodearlas por la membrana celular (atin funcionalizadas), contrario a las
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esféricas. Ademads se requiere un mayor numero de NPs de formas alargadas para inducir la

endocitosis (130).

La agregacion de las MNPs también modifica la cinética de su internalizacion.
Aunque se asume que las nanoformulaciones estan estabilizadas para que las MNPs
interactuen de forma individual con las células, éstas tienden a agregarse en presencia de
proteinas (sangre, proteinas del medio de cultivo, etc.) del medio acarreador. A pesar de la
efectividad de su funcionalizacion, esta se ve obstaculizada y es ineficiente al introducirse al
medio bioldgico. Dado que su superficie se puede recubrir con opsoninas (que forman una

biocorona) y en consecuencia se disminuye su internalizacion celular (131,132).

Las caracteristicas de la carga de superficie de NPs cationicas que interactian con los
fosfolipidos anidnicos que predominan en la membrana celular afectan su internalizacion,
debido a que tienen una mayor superficie de contacto con las cargas negativas de la
membrana y se induce su internalizacion mediante una rapida endocitosis. Sin embargo, los
dominios en la membrana celular con lipidos cationicos explican la internalizacion de NPs
anionicas. Este tipo de interaccion con dominios catiénicos involucra una endocitosis

mediada por caveolas y no la ruta clasica de CME (132).

A pesar de que una carga de superficie catidnica tendra una mayor tasa de
internalizacion, el uso de NPs catidnicas estd limitado por su citotoxicidad, la cual se
relaciona con su mecanismo de entrada y su via de excrecion (lisosomal). Este tipo de NPs
ocasionan una ruptura mas pronunciada de la membrana plasmatica, mitocondrial y lisosomal
en comparacion con NPs anionicas. Las NPs con carga neutra y zwiterionica exhiben una

disminucién en su internalizacion y un menor dafio estructural de la membrana celular (113).

La estructura molecular (polifenoles, glicidos, etc.) también tiene un papel
importante en la interaccion con la célula ain mas que la carga. Estudios recientes indican
que modificaciones de la superficie de las NPs con diversos compuestos tienen una
interaccion de membrana distinta, la cual también varia con el tipo celular. Aquellos con mas

cadenas hidrofobicas tienen una mejor interaccion que aquellos con solo una. Para aumentar
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la especificidad e internalizacion celular se afiaden a la superficie de las NPs, ligandos que
se unen a receptores de membrana sobre expresados en células malignas. La eficiencia de
este método depende del nimero de receptores y del tipo celular. Se ha demostrado que se

obtiene una mayor internalizacion y efecto terapéutico (113).

Seguido a la internalizacion celular, otro aspecto importante es su localizacion
intracelular donde finalmente ejerceran su efecto terapéutico. La funcionalizacion de la
superficie de las MNPs también determina la via de internalizacion. Después de su
internalizacion generalmente se ubican en endosomas, los cuales tienen un pH ~5. Estos
maduran a endosomas tardios antes de fusionarse con lisosomas donde las MNPs son
degradadas. Este proceso limita la entrega efectiva de sustancias terapéuticas o en el caso de
aplicaciones de hipertermia magnética, afecta la agregacion de las MNPs intracelularmente

modificando su capacidad de calentamiento (113).

Algunas moléculas provenientes de aceites esenciales contienen compuestos de
cadena pequefia como los terpenoides o fenoles que pueden permear facilmente la membrana
celular (32). Aunque se han reportado sus efectos como inhibidores del crecimiento
microbiano debido a su efecto de disminucién de gradiente de protones en la membrana
celular, también tienen un efecto antioxidante de uso terapéutico en multiples patologias
como el cancer, en enfermedades cardiovasculares y procesos neurodegenerativos (27).
Evidencia reciente indica que tienen un efecto neuroprotector suprimiendo la
neuroinflamacion y promueven la plasticidad sindptica mejorando el desempefio
neurocognitivo (133). Las propiedades medicinales anticancerigenas de los polifenoles esta
extensamente documentada (134-137). Se han reportado algunos trabajos donde emplean
MNPs como acarreadores de polifenoles que tienen actividad antitumoral. Estos combinados
con un AC tienen resultados prometedores para el tratamiento de cancer de mama, prostata

y gliomas (62,138-140).

2.3.6 Efectos biolégicos de la hipertermia.
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Debido a que la hipertermia no es mutagénica, ni mielosupresora y combinada con
quimio o radioterapia tiene un efecto sinérgico, se ha empleado como adyuvante en la terapia
contra el cancer (89,141).

La evidencia de que las células cancerosas son mas sensibles que las células sanas, a
temperaturas por encima de 41°C, han llevado al uso de MNPs como mediadores o
generadores de calor. La respuesta bioldgica del tumor depende tanto de sus caracteristicas
intrinsecas (tipo celular) como del medio que lo rodea. Se ha reportado que modificaciones
de este microambiente (ejemplo, su vascularizacion) pueden aumentar o disminuir su

respuesta al calor (142).

En general, una masa tumoral tiene un mayor volumen de agua que no puede disipar
el calor debido a que la microvasculatura estd desorganizada y no regula el flujo sanguineo
ocasionado una circulacion deficiente (hipoxia). La distribucién de la vasculatura de un
tumor es muy caotica y depende del tipo de tumor y tamafio. El flujo sanguineo disminuye a
medida que crece el tumor, debido al deterioro progresivo de los vasos sanguineos por la
rapida proliferacion celular sobre estos. En consecuencia la disipacion del calor por el flujo
escaso es lento en comparacion con los tejidos normales, y por lo tanto, durante el
calentamiento de los tejidos la temperatura aumenta mas en el tumor que en los tejidos
normales. La hipertermia puede inducir tanto la apoptosis como la necrosis, ésta
susceptibilidad esta en funcion del tipo celular (143), siendo la induccion de la muerte celular
controlada (apoptosis), la que se desea controlar por hipertermia magnética con MNPs (144).

En intervalos de temperatura de 40-43 °C, la mayoria de las células cancerosas tienden
a morir mientras que las sanas sobreviven y al incrementar la temperatura >43°C por tiempo
prolongado el daiio es irreversible (Figura 15). Los efectos de la hipertermia en la muerte
celular se han probado en diversas lineas celulares en experimentos in vitro y modelos in vivo
(126). En este aspecto es necesario aclarar que, cuando los experimentos de hipertermia se
realizan en células en cultivo se denominan in vitro, para recalcar la diferencia donde se han
utilizado modelos animales o pacientes, donde se considera que la hipertermia magnética se
realizo in vivo (89). Esto debido a que los dispositivos y su configuracion, para cuantificar
las mediciones del incremento de la temperatura son distintos en ambos modelos de

experimentacion (89,107).
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Los efectos de la hipertermia en las curvas de crecimiento celular en experimentos in
vitro muestran que hay un proceso de dos etapas en la muerte celular (Figura 15). En
temperaturas entre 41-43 °C el crecimiento celular no se ve disminuido y las curvas muestran
un ligero descenso en la viabilidad celular. Indicando que estos rangos de temperatura no son
letales (termotolerancia) y el crecimiento celular puede continuar con la fraccion que
sobrevive. Mientras que en rangos de temperatura >43 °C, el crecimiento celular tiene una
tendencia lineal que decae rapidamente al inicio de la exposicion al calor, lo que refleja un
efecto irreversible debido a un dafio letal seguido por una muerte exponencial. Aunque se
puede inducir muerte celular a temperaturas menores a 43 °C, ésta es marcadamente menor

en comparacion con temperaturas por encima de 43 °C (145).
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Figura 15. Curvas de crecimiento en fase exponencial de una linea celular cancerosa. El grafico muestra la
relacion dosis-respuesta de la muerte celular por el efecto del tiempo de exposicion a la temperatura. A 42 °C
se distingue que el proceso de muerte celular ocurre en dos etapas, marcado por el detenimiento del crecimiento
celular al inicio de la exposicion al calor, reflejando un efecto reversible y no letal, que es seguido por una
muerte celular exponencial. El efecto de muerte celular por hipertermia se incrementa en temperaturas >43 °C

(145).

A partir de estos estudios, se ha derivado el concepto de dosis térmica (D), la cual se
obtiene a partir del tiempo de exposicion (t) a una temperatura determinada (T), definida
como D=tRT, con R=2 (> 43 °C) y R=4 (<43 °C). Las dosis térmicas requeridas para inducir
la muerte celular por hipertermia varian en un factor de 10 en diversas lineas celulares. La

energia térmica para inducir la muerte celular estd muy relacionada con la requerida para
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ocasionar la desnaturalizacion de las proteinas del orden de 140 kcal/mol (146). En la practica
médica y en experimentos in vitro, los efectos citototoxicos de la hipertermia se han
observado por encima de la temperatura fisioldgica normal de un adulto (35-37 °C), en
intervalos de temperatura entre 40 a 46 °C, sin dafio a los tejidos adyacentes (89,94). La
aplicacion del campo magnético en los experimentos de hipertermia in vitro debe considerar
tanto la termotolerancia del tipo celular como la generacion de la temperatura en el intervalo

donde se han documentado sus efectos terapéuticos.

Las variaciones en la susceptibilidad al calor en los cultivos celulares también estan
de acuerdo con su fase del ciclo celular. En general, la mayor sensibilidad se ha observado
en células en fases M y S, donde las células entran en un estado de muerte celular (apoptosis
o necrosis) lenta después de aplicar la hipertermia. Mientras que las expuestas durante la fase
G siguen una muerte celular rapida (Figura 16). Estas variaciones de muerte celular entre
las distintas etapas del ciclo indican la diversidad de mecanismos moleculares involucrados

durante la aplicacion de la hipertermia (147).
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Figura 16. Fases del ciclo celular (148).

Los procesos bioquimicos afectados por el calor son diversos. Se inhibe la sintesis del
DNA y RNA asi como los mecanismos de reparacion y respiracion celular (144,149). La
morfologia de las membranas cambia, se tornan mas fluidas y permeables debido a la
agregacion de proteinas e inhibicion de los mecanismos de transporte, que morfolégicamente
corresponde con abultamientos en diversas regiones de la membrana (150). Se inhibe
fuertemente la sintesis de las DNA polimerasas. Las mitocondrias disminuyen en nimero y
tienen alteraciones en sus crestas lo que aumenta la sintesis de proteinas de estrés calorico
(HSP) (151). A consecuencia de la sintesis aumentada de proteinas el nucléolo es muy
evidente. Se alteran los procesos de reparacion del citoesqueleto (150,152). El calor
incrementa el flujo de los radicales de oxigeno lo que lleva en parte a una citotoxicidad. Estos

fendmenos en conjunto aumentan la apoptosis en las células tumorales (93,144,153).

La apoptosis es un proceso de muerte celular balanceado presente en las células

normales pero carente en las células tumorales. En estas, la apoptosis es reducida debido al
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desbalance de proteinas pro- y anti-apoptoticas como Bcl-2, p53, caspasas y de los
inhibidores de apoptosis (IAPs). La hipertermia tiene un efecto de inducir la apoptosis
cambiando la expresion de estos genes. Por ejemplo, en células de melanoma la hipertermia
tiene el efecto de activar caspasas no convencionales como las 3y 7 (142).

Otro efecto biologico importante de la hipertermia es la capacidad de aumentar la
presentacion de antigenos a las células efectoras (macrofagos, células T, NK, neutrofilos)
para la produccion de proteinas HSP. El reclutamiento de estas células en el area del tumor
lleva al estado de inmunosupresion. Por otra parte, la hipertermia también tiene la capacidad
de aumentar la perfusion sanguinea y la oxigenacion en el tumor disminuyendo el estado de
inmunosupresion e incrementando la efectividad de la inmunoterapia que induce a una
inmunidad adaptativa (142).

El intervalo de temperatura de 40-42 °C favorece la angiogénesis mejorado la
perfusion y oxigenacion de los tejidos y debido al efecto sensibilizante en las células
tumorales, incrementa la respuesta celular en combinacion con la radio y quimioterapia. La
actividad de los medicamentos anticancerigenos con la hipertermia en la mayoria de los casos
tiene un efecto aditivo. Estos aumentan su efectividad a temperaturas >42 °C mientras que,
por debajo de esta la termo tolerancia induce la acumulacion de proteinas HSP y la resistencia

a los medicamentos (146).

2.4 Enfermedades neurodegenerativas, tumorales y su relacion con las
células microgliales.

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la pérdida progresiva de la
estructura y funcion de las neuronas a menudo asociadas con la muerte neuronal. Algunos
ejemplos de esto son el Alzheimer, Parkinson, esclerosis amiotréfica lateral, las

enfermedades prionicas, derrame cerebral, trauma craneano, entre otras (49).

A través de los anos el impacto de estas enfermedades en la salud a nivel mundial se
han desestimado. En la actualidad, las innovaciones tecnologicas han resultado en un
aumento de la calidad de vida con lo cual los seres humanos tienden a vivir mas afios. Estas

poblaciones con un porcentaje mayor de adultos en la tercera edad manifiestan un incremento

65



de las enfermedades neurodegenerativas. En el caso de enfermedades como el Parkinson se

manifiestan en etapas tempranas de la vida adulta inclusive antes de los 50 afios.

Estas patologias reducen considerablemente la calidad de vida del adulto y
constituyen el 12% de las muertes a nivel mundial, de las cuales, el 85 % corresponden a
problemas cerebrovasculares, efecto secundario a una enfermedad neurodegenerativa. Se
estima que estos desdrdenes ocasionan un gasto econémico mayor que los tratamientos para

el cancer (154).

Los estudios de los mecanismos moleculares y celulares que afectan los genes y las
vias metabodlicas que ocasionan la neurodegeneracidon estdn en progreso. La evidencia
reciente indica que las cé€lulas de la microglia tienen un papel central en los procesos
inflamatorios dentro del sistema nervioso central y estdn asociadas con diversas
enfermedades, tanto neurodegenerativas como en procesos de tumorigénesis (glioblastoma

multiforme).

Las células de la microglia son células residentes del sistema nervioso central (CNS),
que se pueden transformar a macréfagos para realizar funciones inmunoldgicas. Estan
involucradas en la respuesta inmune, en el mantenimiento de la integridad de las conexiones
sindpticas y en la neurogénesis de lesiones sinapticas (155). Son extremadamente sensibles
a los cambios patologicos del CNS y responden rapidamente adoptando una forma
ameboidea. La microglia tiene distintos estados de activacion de gran plasticidad similar a
los macrofagos. El estado quiescente es una forma “inactiva” que realiza funciones de
vigilancia. En esta forma se distinguen dos estados de activacion, M1 y M2 (Figura 17). La
M1 es la responsable de secretar moléculas inflamatorias (citocinas, 6xido nitrico, etc.) que
producen un dafio neuronal. Mientras que la M2 es un estado parecido a un macrofago que
bloquea los efectos de las M1 y promueve la reparacion de los tejidos mediante la secrecion
de neurotrofinas. Una activacion prolongada o excesiva puede desencadenar procesos

neurodegenerativos y neoplasicos (156).
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Figura 17. Célula de la microglia en el CNS. En presencia de factores estimuladores como el factor estimulante
de colonias de macrofagos granulocitos (GM-CSF), interferon (IFN) y lipopolisacéaridos (LPS), los monocitos
se diferencian a macréfagos tipo 1. En presencia del factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF),
interleucinas (IL-4,6,10) y moléculas inmunosupresoras (corticoesteroides, vitamina D3, prostaglandinas), los
monocitos se diferencian a macrofagos tipo 2. Las células M1 tienen una elevada actividad antimicrobial,
estimulan el sistema inmune y presentan citotoxicidad hacia los tumores. Estas activan la transcripcion del gen
STAT-1 (signal transducer and activator of transcription). Las células M2 con una elevada capacidad de
fagocitosis, promueven la reparacion de los tejidos y la angiogénesis; pero favorecen el crecimiento del tumor

y expresan el gen STAT-3 (157).

Las células de la microglia tienen una participacion activa en los depodsitos de placas
amiloides en la enfermedad de Alzheimer. En pacientes con VIH y demencia, la
neurodegeneracion progresiva es consecuencia de la activacion de la microglia infectada con
el virus. En la enfermedad de Parkinson, la sobreproduccion de 6xido nitrico por parte de la
microglia ocasiona la muerte de las neuronas dopaminérgicas ocasionando su degeneracion.
En la esclerosis multiple, la rapida destruccion de los oligodendrocitos es seguida por una
invasion de células microgliales activadas, ademas de su papel en todos estos procesos

neurodegenerativos relacionados con el envejecimiento. La activacion de la microglia es
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seguida a un trauma craneano, donde pueden ocasionar un dafio neuronal secundario asociado

a la pérdida de funciones cerebrales (158,159).

En las lesiones tumorales del CNS las células de la microglia (M1 y M2) constituyen
de un 5-10 % de la poblacion de la glia, y este nimero puede incrementarse a un 50% dentro
de tumores malignos como el glioblastoma multiforme. El papel de estas células
denominadas TMAs (tumor associated macrophages) no es del todo claro en este tipo de
patologia, si tienen una funcion para la sobrevivencia del tumor o antitumoral (Figura 16)

(157,160).

Debido al papel de la microglia en los procesos de neurodegeneracion y tumorales,
su estudio es de interés en el area biomédica. Ademas, dada su ubicacion cercana a las
regiones tumorales o su infiltracion directa, se ha propuesto utilizarlas como acarreadores
autdlogos o caballos de “Troya”, para la entrega de cantidades cuantiosas de medicamentos
o nanoparticulas (MNPs) en las regiones tumorales (Figura 18). Esta especificidad de los
macrofagos por las areas dafiadas del CNS ya ha sido utilizada para localizar gliomas

mediante MRI (160,161).
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Figura 18. Esquema teorico de la hipertermia magnética mediada por la entrega de MNPs mediante macrofagos
autdlogos. (1) MNPs funcionalizadas. (2) Macréfagos aislados y cultivados (leucoferésis) a partir de sangre

periférica del paciente. (3) Células de la microglia cocultivadas con MNPs y (4) reintroducidas al paciente. (5)
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Infiltracion de los macrofagos en la region del tumor. (6) Aplicacion del AC para la generacion de la hipertermia

magnética intracraneal en la region del tumor (161).

Las estrategias para el diagndstico y tratamiento temprano de las enfermedades
neurodegenerativas y neoplasias poco invasivas ain estan limitadas debido a las barreras
biologicas del cerebro que limitan el acceso de la mayoria de los medicamentos y los agentes
de contraste. Las MNPs per se, representan una innovacion tecnologica atractiva en esta area
debido a su versatilidad de atravesar la barrera hematoencefalica para incrementar la

concentracion de los medicamentos o agentes de contraste dentro del cerebro (49).

Los progresos en la nanotecnologia ofrecen el desarrollo de tecnologia que abre una
nueva posibilidad de tratamiento y terapia para las enfermedades neurodegenerativas. En este
contexto, las MNPs son las candidatas que pueden emplearse como agentes multifuncionales
debido a su habilidad unica de guiarse por un AC y generar de forma altamente especifica la
hipertermia magnética intracraneal. Por lo que es determinante desarrollar diversos modelos
de estudio ex — vivo para determinar la posibilidad de la terapia. Estos involucran lineas
celulares de la microglia (160). Puesto que su proliferacion es limitada, se requieren aislar en
fresco a partir de 15-30 cerebros de raton para obtener una cantidad considerable de células
para experimentacion. El estudio de los factores que modulan su activacion deben seguirse
desarrollando en modelos de cultivo in vifro. Una forma de obtener células con tasas de
reproduccion elevadas y con poblaciones homogéneas, de bajo costo es inmortalizando
genéticamente lineas primarias de microglia. En la actualidad, hay varios modelos de lineas
celulares para examinar el fendémeno de neuroinflamacion. Estos incluyen cultivos primarios
de microglia (derivadas de la corteza de rata o ratoén) y lineas celulares inmortalizadas (BV-

2, N-9, HMOG6, EOC, HAPI) (156).

En este trabajo nos enfocamos en el efecto de la hipertermia magnética in vitro con
MNPs provenientes de sintesis biologicas (extractos de canela y vainilla) en la linea celular

BV-2, por lo cual se describird brevemente su biologia.
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2.4.1 Modelo in-vitro de estudio: células de la microglia BV-2.

Las células BV-2 son una linea celular derivada de un cultivo primario de microglia
de la médula 6sea de murino, la cual se ha inmortalizado infectandola con el retrovirus J2 (v-
raflv-myc). Esta linea celular tiene funciones similares a la microglia primaria. Retiene en
cultivo la mayoria de las funciones morfologicas y fenotipicas de células de la microglia

aisladas directamente de los murinos (162).

2.4.2 Tasa de crecimiento de las células BV-2.

La internalizacién de las MNPs depende de las caracteristicas fisicoquimicas de la
superficie de las nanoparticulas. Esto determina la cantidad que es internalizada y la ruta que
seguiran intracelularmente (endosomal, lisosomal). La internalizacion también depende del
tipo celular, estado metabolico y fase del ciclo celular, debido a que el tiempo que transcurre
entre cada fase varia dentro del tipo celular (Figura 16) y se afecta significativamente la
concentracion de nanoparticulas llevando a su disminucion intracelular con cada ciclo de
duplicacién. Asi, previo a la incubacion de las células BV-2 con MNPs es necesario
considerar el tiempo requerido de la poblacion celular duplicar su nimero, es decir su tiempo
de duplicacién (Tp). Después de varios ciclos de duplicacion se diluye la concentracion
intracelular de MNPs y en consecuencia afectard la elevacion intracelular de la temperatura
al aplicar el AC. Entonces, el tiempo de duplicacion provee una medida del tiempo requerido
para que la linea celular produzca su siguiente generacion (g) y mantener una concentracion

intracelular estable de MNPs para los experimentos de hipertermia.
El Tp se define como el numero de generaciones que han transcurrido durante un
intervalo de tiempo t/tp, por lo cual g=t/tp. El nimero total de células (N) es exponencial con

respecto del tiempo (163) (ecuaciéon 12):

N = Ny-29 Ecuacion 12
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Para obtener la relacion lineal entre el tiempo y el nimero de células tenemos que

(ecuacion 13):

N = N, - 10%t Ecuacion 13

Donde £ es la constante especifica de crecimiento de cada tipo de cultivo (células BV-

2) calculada experimentalmente y se relaciona del siguiente modo (ecuacion 14):

lo 2
k — di1o
Tp

Ecuacién 14

donde la pendiente de la representacion grafica y el Tp estan estrechamente relacionados. A
partir del ajuste de los datos experimentales se determiné que el Tp fue de 31.4 horas (Figura
19). Los datos del proveedor indican un Tp = 48 horas, la diferencia obtenida se debe a la
variacion en la formulacion del medio de crecimiento del laboratorio, pH, oxigeno disuelto
y condiciones ambientales. En este caso, para tiempos >32 horas se observo el estado en
confluencia de la linea celular. Donde la densidad celular lleva a una disminucioén del
crecimiento poblacional por la acumulacion de metabolitos secundarios. Todos los
experimentos se llevaron a cabo durante la fase exponencial del crecimiento con un tiempo

limite de 72 horas.
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Figura 19. Curva de crecimiento para las células BV-2. En el inserto el ajuste /og N dentro de la fase de

crecimiento exponencial del cultivo celular con un Tp= 31.4 horas.
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2.5 Sintesis de las MNPs.

Como se ha expuesto en la seccion 2.1, debido a su alta versatilidad y actividad
catalitica los nanomateriales de hierro son empleados extensamente en diversos campos de
la industria. Estos tienen aplicaciones en area de la alimentacion, médica, sensado molecular,
en la degradacion de contaminantes ambientales, etc. La mayoria se sintetizan por dos vias a
partir del material en la macroescala (top-down) o de su ensamble molecular (bottom-up). En
el primero, el material (bulk) es fraccionado hasta su escala nanométrica, mientras que en la
segunda los atomos o moléculas son ensamblados para formar estructuras en la nanoescala.
Basandose en estas metodologias, diversas estrategias se han utilizado para la sintesis de las
NPs de hierro, las cuales incluyen métodos quimicos, fisicos y bioldgicos o sintesis verdes

(Figura 20) (164).

Iron
Nanoparticles
Synthesis
I : 1
Top down Bottom-up
| |
5 ¥ | ] I | | | | |
; ; P Atomic or
Mechanical (Chemical Vapor i Supercritical Plasma or flame]
= Sol-gel it Green Synthesis F v molecular p
Milling Deposition fluid synthesis condensation spraying
] | | 1 [ | 1
Electro- Clean Metal Reducing/ Template/ Nontoxic
explosion Precusor Capping Agent Stabilizer Solvent
- Etching Plant =1 Biotemplate
1 Sputtering Microorganism

Figura 20. Metodologias de sintesis de NPs de hierro (164).

Sin embargo, las metodologias actuales de sintesis quimica y fisica involucran
inevitablemente algunas desventajas como un costo elevado por requerir equipo
especializado y la generacion de contaminacion ambiental debido a la produccion de
compuestos quimicos secundarios derivados del proceso. Ejemplo son los agentes reductores

neurotdxicos (borohidruro de sodio, hidracina hidrato, etc.), de recubrimiento y solventes
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organicos generalmente utilizados considerados peligrosos, dado que suponen un riesgo para
la salud, al ambiente y representan un riesgo biologico. Algunos de estos métodos populares
de sintesis emplean precursores toxicos como el pentocarbonilo de hierro, que requieren de
la remocién de su superficie del exceso de los reductores toxicos de las NPs y necesitan
grandes cantidades de agua durante su preparacion. Adicionalmente, estas metodologias (sol-
gel, sonoquimica, electroquimica) generalmente producen NPs con superficies hidrofobicas

no aptas para aplicaciones biomédicas (109).

Dado que los nanomateriales se incorporan cada vez mas a la vida cotidiana del ser
humano aumentando su exposicion a estos (Figura 21), es necesario reducir su toxicidad asi

como buscar vias alternativas de produccion escalable amigables con el ambiente.

( Nanomaterials in consumer products and poterntial human exposure j

1 1 1 1

Dispersed in Coated on Bound in Used in Industrial
bulk of products surface products processing

Flame % Glass Polishing
retardants coatings agenis

Inhalation Dermal or Dermal or
combination inhalation

Personal
care
products

Ingestion

Figura 21. Nanomateriales en productos de uso comun y sus vias de exposicion con el humano (113).

En la actualidad se ha estudiado la produccion alternativa de nanomateriales de hierro
mediante las metodologias de sintesis o quimica verde para obtener nanomateriales
novedosos, amigables con el ambiente, seguros para el consumo humano y comercialmente
sustentables. La quimica verde se define como una disciplina emergente que busca alcanzar
el desarrollo sustentable, respetando el ambiente, con un beneficio social y competitividad
en el mercado. Esta pretende mejorar el aprovechamiento de los recursos naturales para las
generaciones presentes y futuras. Los principios por los que se rige la quimica verde son:
prevenir de la generacion de residuos (es mejor evitar su producciéon que tratarlos

posteriormente), eficiencia atomica o aprovechamiento al maximo de todos los materiales
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utilizados en el proceso (medir su rendimiento, evaluando el grado de incorporacion de los
reactivos en el producto final), desarrollar sintesis no-peligrosas, disefio seguro, disolventes
y auxiliares seguros (las sustancias quimicas deben ser de baja toxicidad y garantizar la
funcion especifica), disefo de eficiencia energética, uso de materiales renovables, control de
derivados o subproductos, catalizadores seguros, disefio de sustancias para un tiempo de vida
media corto (productos de facil degradacion que no persistan en el ambiente), prevencion de
contaminantes, quimica segura y prevencion de accidentes (165,166). De forma general, la
quimica verde busca disefiar procesos que minimicen o eliminen la generacion de residuos y
el riesgo del disefio de un proceso quimico.

En este contexto, dentro de los principios de la quimica verde se considera como
nanomaterial obtenido por via verde aquel donde se disminuye o no se utilizan agentes
reductores toxicos, se reemplaza algin componente como agente de recubrimiento o solvente
por uno de menor toxicidad y cuya produccion de compuestos secundarios derivados de las

reacciones quimicas es minimo (167).

Asi, las metodologias de sintesis de nanomateriales por quimica verde estan
encaminadas a la investigacion y desarrollo, de metodologias alternativas a las sintesis
quimicas organicas que comUnmente emplean compuestos derivados del sector
petroquimico, catalizadores, polimeros, etc., para la obtencion de MNPs. Los cuales durante
su procesamiento ocasionan problemas de salud para quién trabaja con estos reactivos y
generan contaminacion ambiental por sus residuos toxicos industriales. Dentro de la quimica
verde se distinguen diversas metodologias (Figura 20), como se ha mencionado previamente,
estan las que utilizan reactivos quimicos de baja toxicidad al ambiente, las que reemplazan
los solventes organicos toxicos por aquellos de menor riesgo y las que emplean materiales
renovables provenientes de fuentes naturales (microorganismos, plantas, etc.), para el
crecimiento, biorreduccién o recubrimiento de las sales metalicas en solucion (164)

comunmente denominada biosintesis (168).

El desarrollo de metodologias de sintesis de nanomateriales amigables con el

ambiente, sustentables y de bajo costo son de gran valor, dado que disminuiran el impacto
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ambiental de los residuos toxicos y no comprometeran la capacidad de futuras generaciones

para satisfacer sus necesidades.

Considerando estos conceptos de la quimica verde, en este trabajo, se utiliz6 una via
amigable con el ambiente para favorecer la biorreduccion, crecimiento y recubrimiento de
MNPs, utilizando en parte extractos acuosos vegetales de canela y vainilla, por lo cual, se
describiran las generalidades de la biosintesis en diversos sistemas bioldgicos y el de nuestro

interés con extractos vegetales en disolvente acuoso.

2.5.1 Biosintesis de las nanoparticulas metalicas.

Una metodologia de sintesis de nanoparticulas considerada como quimica verde es la
biosintesis o biorreducion (Figura 20), la cual se basa en el uso del organismo completo, su
biomasa, extractos o biomoléculas de origen bioldgico para la reduccion de sales metalicas
para la produccion de nanomateriales o nanoparticulas metélicas (Au, Ag, Pt, Zr, Pd, Fe, Cd,
Ti02, ZnO», etc.). La biosintesis de nanoparticulas se ha observado en numerosos sistemas
biologicos como virus, bacterias (169), hongos (170), insectos, peces, aves (171), algas,
plantas (20,172), mamiferos (173) y lineas celulares heterotroficas humanas (172). La ventaja
de su obtencion mediante sistemas bioldgicos es una produccion controlada a nivel
molecular. Asi, las nanoparticulas obtenidas por biosintesis presentan estructuras altamente

definidas, con morfologias sofisticadas y estrecha distribucién de tamatio (Tabla 3).

La complejidad de estos sistemas impide establecer la naturaleza exacta de los
mecanismos involucrados en el proceso de biosintesis, por lo cual se han aislado los diversos
componentes celulares para entender el proceso subyacente de expresion para la reduccion

de los metales.

Tabla 3. Lista de algunos organismos o sus biomoléculas bioreductoras para la sintesis de NPs

(169,172,174,175).
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Nanoparticula Localizacion /morfologia/ Tamafio
Organismo
(s) biomolécula reductora (nm)
Au, Octaédros dentro de la pared celular 5-25
Bacillus subtilis 168
Fe;04 Esferas 60-80
Hexagonales, en la periferia de la
Lactobacillus sp. Au, Ag, Au-Ag 20-50
membrana celular
Octaédros, cubo-octaédros. Interior de la
Magnetotactic bacterium Fe;04 7.5
célula
Magnetospirillum Cubo-octaédros, dentro de la célula.
Fes;04 50
magnetotacticum Proteina Mms6
Esferas, extracelular por la enzima hierro
Actinobacter spp. v-Fe 03 10-40
reductasa
Themophilic bacteria Fe304 Octaédros <12
Aspergillus flavus Ag Pared celular 8.92
Esféricas y quasi-hexagonales, en la pared
Verticillium sp. Au ] 20+8
celular y citoplasma
Trichothecium sp. Au Triangulares, hexagonales, extracelulares 5-200
Fusarium oxysporum Au Esféricas y triangulares, extracelulares 20-40
Verticillium sp. Fes04 Cubo-octaédros, extracelulares 100-400
Rodobacter capsulatus Au Carotenoides y NADPH <100
Verticillium sp. Fes04 Proteina de 55 y 13 kDa 20-50
Schizosaccharomyces Quinona unida a la membrana celular y
Sb,0; 3-12
cerevisae oxidoreductasa citosolica
Virus del mosaico del Si02,CdS, PbS
Glutamato y aspartato ND
tabaco (TMV) y Fe304
Sargassum wightii Au Extracelular 8-12
Cubicas, extracelulares producidas con
Sargassum muticum Fe304 ) ) 18+4
polisacaridos sulfatados del extracto
Esféricas, en la membrana celular
Chlorococcum sp. Fes04 producidas por polisacaridos aminados y 20-50
con grupos carbonilo y glicoproteinas
Conodiscus granii SiO, Esféricas, en la pared celular 100-200
Cinnamomum camphora Au, Ag Extracelular 55-80
Linea celular de rifion HEK-
203 Au Citoplasma 20-100

76



Vitamina B2 Au, Pt Esferas, nano-bastones, nano-alambres 5-12
Apis mellifera Fe;04, FerOs Antenas, cabeza, torax, abdomen 20-100
Oncorhynchus nerka Fe304 Tejido etmoideo 48
Columba liva Fe304 Pico superior 1-5
Minioterus fuliginosus Fe;04 Cerebro ND

ND — No determinado

La sintesis de NPs por biorreduccion es un proceso ampliamente distribuido en todos
los seres vivos. Aunque se ha relacionado con los organismos (bacterias, hongos, levaduras,
algas y plantas) capaces de absorber y retener metales de suelos y aguas contaminadas para
su descontaminacién o biorremediacion. También es importante para la produccion de
nanoparticulas de 6rganos involucrados en la magnetorecepcion del campo magnético
terrestre, en la formacion de estructuras como exoesqueletos de silice, en la coloracion
iridiscente del plumaje en aves, etc. Todos estos sistemas biologicos capaces de sintetizar
nanomateriales para sus necesidades especificas son de interés para la quimica verde. Dado
que estas sintesis ocurren en condiciones de pH neutro a temperatura y presion ambiente. Es
posible adaptar estos mecanismos bioquimicos y moleculares en el laboratorio para la

obtencion fécil y a gran escala de nanomateriales amigables con el ambiente (176,177).

La sintesis verde que emplea extractos de plantas se ha utilizado como una alternativa
amigable con el ambiente. Los extractos vegetales actian como agentes reductores de sales
metalicas para generar nanoparticulas. Se ha reportado la sintesis exitosa de nanoparticulas
metalicas y MNPs empleando biomasa de alfalfa, extractos de hojas de té, sorgo, geranio

entre otros (Tabla 4) (169,172,178).

En particular la biosintesis de nanoparticulas metalicas como la magnetita se ha
explorado en bacterias, hongos y plantas, de las cuales, las plantas como los autotrofos
fotosintéticos terrestres predominantes, representan una fuente inagotable, sostenible y
renovable para la sintesis de NPs, siendo los extractos vegetales los que tienen la mayor
ventaja que el resto de los organismos, ya que no requieren de metodologias costosas para su
mantenimiento como los cultivos microbianos, de tejidos vegetales, etc. Los extractos

vegetales en comparacion con los microorganismos reducen en menor tiempo los iones
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metalicos (minutos a horas), lo cual depende de la especie de planta y concentracion de los

fitoquimicos (170,172).

Tabla 4. Biosintesis de nanoparticulas metalicas y MNPs de Fe;O4 por algunos organismos del reino vegetal

(172,175,178).
Bioacumulacion
Nombre Morfologiay | Tamaiio
Nombre botanico en el organismo / NPs
trivial localizacion (nm)
extracto
Acumulacion
intracelular
Medicago sativa Alfalfa Brotes, raiz Ag Icosaedros 2-4
Frijoles Esféricas,
Sesbania drummondii ) Brotes y raiz Au ) 6-20
silvestres citoplasma
) Esféricas, cubo-
Phragmites australis Carrizo Raiz Cu 1-1.5
octaédros
Glycine max Soya Brotes Fes04 Esféricas 8
Sintesis extracelular
) Au Icosaedros,
Medicago sativa Alfalfa Biomasa ~100
Ir Decaedros
Tetraédros,
) ) decaédros
Triticum aestivum Trigo Biomasa Au 10-30
hexagonal,
Icosaédros
Decaédros,
) ) icosaédros, 11-40
Pelargonium graveolens Geranio Tallo, hoja, raiz Au, Ag )
esféricas,
triangulos
Triangulos
) ) Au
Tamarindus indica Tamarindo Hojas A planos, 20-40
g
hexagonos
) Au, Esféricas,
Aloe barbadensis Aloe vera Hojas ) 50-350
In203 triangulos
. Triangulos
Cinnamomum camphora Alcanfor Hojas Au, Ag 55-80
planos
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Nano-prismas,

Cinnamomum zeylanicum Canela Hojas Au ) 25
esféricas
Micro-cubos,
Musa paradisiaca Platano Céscara Au, Ag ) 300
micro-alambres
Jatropa curcas Jatropa Latex Ag Esféricas 20-40
Planta del ) )
Camelia sinensis Hojas Ag Nano-triangulos ~40
te
Ginkgo biloba Ginkgo Hojas Ag ND ND
Carica papaya Papaya Callo Ag Esféricas 60-80
Triangulares,
Mentha piperita Menta Hojas Ag esféricas, 5-30
elipsoidales
) Esféricas,
Solanum lycopersicum Jitomate Fruto PbWO, ) 45-55
fusiformes
Sintesis de NPs a partir
de la biomasa
Medicago sativa Alfalfa Biomasa Fe304 Nano-bastones 1-10
) Biomasa de la .
Pinus sp. Pino ) Fe304 Esféricas 100
viruta
) Biomasa de la
Citrus sinensis Naranja ] Fe304 Bastones 20-40
cascara de naranja
Sintesis extracelular de
NPs bimetalicas con
extractos vegetales
Cumulos de
Medicago sativa Alfalfa Planta Eu-Au estructuras 2-20
tubulares
Nuez de la ) )
Anacardium occidentale o Hojas Au-Ag Esféricas <10
india
Hierba de ) )
Cymbopogon flexuosus ) Hojas Au-Ag | Nano-triangulos ~214
limén
Eucalipto ) Au-
Eucalyptus camaldulensis ) Hojas ND 6-20
rojo Fes04
Gardenia jasminoides Gardenia Fruto Pd Bastones 3-5
Cinammomun zeylanicum Canela Madera Pd Cuasi-esféricas 15-20
Chlorella vulgaris Alga verde Talo Au Nano-platos ND
Porphyra vietnamensis Alga roja Talo Ag Esféricas 13+£3
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Alga roja Planares
Sargassum wightii ) Talo Au 8-12
marina delgadas
Alga verde- Au, Ag .
Spirulina platensis Talos secos Esféricas 7-25
azul Au-Ag
Syzygium cumini Jambolan | Extracto de semilla Fe304 Esféricas 9-20
. Fe3o4_ . .
Vitis vinifera Vid Extracto de tallos A Quasi-esféricas <50
g
Euphorbia condylocarpa Fes0s-
Lechearena Extracto de raiz Granulares <39
M. bieb Pd
Mirabolano Fe;04- Amorfos,
Terminalia chebula Extracto del fruto 80-100
indico Pd cubicos
Punica granatum Granada Extracto de cascara Fes04 Nano-bastones | 40 x 200
Extracto de papa )
Solanum tuberosum Papa ) o-FexO;3 Esféricas 29-40
(almidon)
Camellia sinensis Te verde Extracto de hojas Fe304 Esféricas 40-50
Camelia sp. Te negro Extracto de hojas Fe304 Quasi-esféricas 20-40
Sorghum spp. Sorgo Extracto de salvado | Fe3;04 Esféricas 40-50
) ) Esféricas,
Eucaliptus tereticornis Eucalipto Extracto de hojas Fe304 ) 20-80
cubicas
Punica granatum Granada Fruto Fes304 ND 100-200
Musa paradisiaca Platano Cascara Fe;04 Esféricas <50
Olivo de la
Dodonaea viscosa Extracto de hojas Fes04 Esféricas 50-60
arena
] ) Esferas
Tridax procumbens Romerillo Extracto de hojas Fe304 ) 80-100
irregulares
Rubus ulmifolius Moras Frutos Fes04 Esféricas 10-30
Vitis vinifera Vid Hojas Fes04 ND 15-45
Mirto de la ) Agregados como
Melaleuca nesophila ) Hojas Fe304 ) 40-60
miel racimo de uvas
) Agregados
Rosmarinus officinalis Romero Hojas Fe304 ] 40-60
esféricos
Sintesis de NPs con
extractos y el método
hidrotermal
Depende de la
Aloe vera Sabila Sabia Fes;04 temperatura de 6-30
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reaccion y
tiempo
Camellia sinensis Té verde Hojas Fe304 Esféricas 40-80
Cubos y
Glycine max Soya Brotes Fe304 o 5-25
piramidal

ND — No determinado

El mecanismo de sintesis de las MNPs por los seres vivos no esta del todo claro. Esto
se debe a las diversas reacciones bioquimicas, biomoléculas y mecanismos involucrados en
el proceso de biorreduccion. En el caso de los microorganismos, estos emplean distintas rutas
de sintesis de NPs, los cuales incluyen la alteracion de la solubilidad y toxicidad de las sales
metalicas mediante la oxidacién o reduccion, la bioabsorcidon, el acomplejamiento u
precipitacion extracelular, la bioacumulacion, como un mecanismo de defensa ante
ambientes toxicos y para la produccion de energia (quimiolitotrofia). En estas condiciones,
las bacterias reducen los iones metalicos del agua o su medio ambiente a complejos

insolubles desarrollando la resistencia a los ambientes contaminados (33,179).

Diversos organismos producen nanomateriales ya sea de forma intra o extracelular y
en estas rutas, el mecanismo es distinto, asi como los agentes bioldgicos involucrados. En el
caso de los microorganismos donde se sintetizan extracelularmente, las enzimas (nitrato
reductasa, hierro reductasa, etc.) de la pared celular reducen los iones a NPs y estas difunden
hacia el exterior. En otras bacterias ocurre un proceso de nucleacion intracelular de los iones
para la posterior formacion de las NPs. En organismos como los hongos, el mecanismo de
biosintesis intracelular involucra la internalizacién de los iones, su biorreduccion y
recubrimiento. Mientras que en otros la sintesis de las NPs ocurre en la superficie del micelio
a lo largo de la membrana plasmatica. La resistencia a los metales por algunos organismos
(Pseudomonas stutzeri) lleva a la produccion de NPs (Ag) mediante su deposicion en
vacuolas en el periplasma. En comparacion con las bacterias, los hongos producen mayores
cantidades de NPs ya que secretan mas proteinas para la biorreduccion de sales metélicas.
Las células sometidas a procesos de secado y posterior fraccionamiento abundantes en

compuestos con grupos carboxilo, residuos de aminodcidos y grupos reductores como

81



aldehidos y cetonas al interactuar con iones metalicos son capaces de asociarse con estos para

su biorreduccion a NPs (174,180).

La forma, tamafio y composicion de las NPs también puede controlarse mediante el
uso de organismos. Por ejemplo, en bacterias y algas, al acidificar el pH del medio de cultivo,
se controla la morfologia de las NPs producidas para favorecer la sintesis de nanoplatos mas

que esferas (174).

En general, en organismos como bacterias, algas y hongos la biorreduccion para la
formacion de NPs, se observa como un proceso para superar los efectos toxicos de los metales
pesados o de aquellos que no tienen ninguna relevancia bioldgica (Hg, Pb, Cd) en la funcion
de la célula dependiendo de la especie. Donde los mecanismos involucrados son procesos
mediados por enzimas (oxidacidon-reduccion), su absorcion en las paredes celulares, donde
son quelados mediante péptidos extracelulares (metalotioneinas) o polisacaridos que
controlan su flujo hacia las células (170,174). Sin embargo, en estos organismos la sintesis
de NPs es un proceso lento (horas, dias o semanas), y los nanomateriales son poco
monodispersos, por lo que atn se debe optimizar el proceso para que sea comparable a los
métodos fisicos y quimicos.

La obtencion de NPs utilizando los fitoquimicos de la rica diversidad del reino vegetal
se ha explorado ampliamente. Las plantas también son capaces de reducir una gran variedad
de metales pesados (Tabla 4), debido a que los absorben del agua o suelo y los acumulan en
sus tejidos en forma de nanoestructuras, utilizando rutas metabolicas o grupos funcionales de
sus biomoléculas (33,170). La especie mas utilizada para demostrar la biorreduccion in situ
y ex situ en plantas es Medicago sativa (alfalfa), ya sea con el organismo completo en
condiciones de cultivo controladas y su biomasa o extracto se han obtenido diversas

nanoestructuras metalicas (Tabla 4) (22,168,181,182).

A partir de estos estudios se han explorado otras especies vegetales y sus tejidos
(hojas, tallos, raiz, frutos, etc.) para la sintesis exitosa de diversas nanoparticulas metélicas.
Las NPs que se obtienen con mayor frecuencia con extractos vegetales son de Ag y Au, las

cuales se producen al incubar los iones metélicos con la biomasa de la planta o su extracto
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en condiciones ambientales. Esta metodologia permite la obtencion de una diversidad de
formas y tamafios facilmente, con una considerable disminucion en los agentes toxicos

comunmente empleados en las sintesis quimicas o fisicas (182—184).

El tamafio, forma y polidispersidad de las NPs obtenidas estan influenciados por el
tiempo de incubacion, temperatura, especie vegetal, pH, concentracion y la relacion volumen

de sal metalica-extracto (33).

La combinacion de los compuestos bioactivos en los extractos con las NPs han
llevado a la obtencion de nanomateriales de mayor efectividad como agentes antibacteriales,
nanoparticulas metalicas cero valentes para la remocion de contaminantes organicos en aguas
residuales, para tratamientos contra pardsitos hematofagos, para el desarrollo de fibras,
tratamiento de la diabetes, agentes citotoxicos para células cancerosas y MNPs que logran

un mejor contraste en MRI que las obtenidas por sintesis quimicas (140,185—-189).

Estudios recientes indican que las MNPs provenientes de sintesis verdes tienen una
excelente biocompatibilidad, disminuyendo los niveles de toxicidad en comparacién con las

obtenidas por sintesis quimica o fisica (184,190).

Al igual que en los microorganismos, los agentes reductores son las biomoléculas o
su combinacion provenientes de los extractos. Herrera-Becerra et al., (2009) demostraron
que tanto la biomasa como agentes biorreductores de alta pureza provenientes de sintesis
quimica tipo polifenol (acido galico, tanico) son capaces de ligar otros iones (Cu, Ni, Cd, Pb,
Zn, Au, Fe) en solucion acuosa, para la sintesis de NPs, lo que indica que la unién de los
iones metalicos se lleva a cabo por los grupos funcionales contenidos en la paredes celulares
de las plantas y no necesariamente por procesos biologicos activos (168). Reportes
posteriores han demostrado que diversas biomoléculas como residuos de aminoacidos (L-
Cys, L-glutamina, L-arginina, L-lisina), proteinas (hemoglobina, mioglobina), enzimas (.-
amilasa), vitaminas (vitamina-C), grupos tiol, glucidos (D-glucosa, aztcares derivados de la

madera), polifenoles (acido, tanico, galico, flavonoides etc.), biopolimeros (almiddn, alginato
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de sodio), etc., tienen afinidad por distintos iones metalicos para la sintesis de NPs (Au, Ag,

Fe, Cd) de una gran variedad de formas y tamafios (170).

En particular, la biosintesis de MNPs con extractos vegetales se realiza por dos
metodologias: 1) Se mezcla el extracto con las sales metalicas a temperatura y presion
ambiente para obtener las NPs por coprecipitacion y 2) se combina con la sintesis hidrotermal
donde se mezcla el extracto con la solucion de sales metalicas. En este trabajo se empleo la
metodologia 1 que se describira en la seccion de Materiales y Métodos. En ambas
metodologias, los polifenoles tienen un papel primordial, dado que son los responsables de
la biorreduccion de los iones metalicos y aportan el recubrimiento de las NPs para disminuir

su oxidacion durante el proceso.
2.5.3 Mecanismo de sintesis de MNPs por biorreduccion.

Los polifenoles o fenoles son sustancias que consisten al menos de un anillo
aromatico unido a uno o mas grupos hidroxilo (-OH) cuyo nimero y posicion es variable
(Figura 22). Son los metabolitos secundarios mas abundantes de las plantas sintetizados por
la via del acido shikimico. Los polifenoles les confieren sus caracteristicas deseables como
indeseables, tienen un papel importante en el color, cualidades sensoriales, nutricionales y
antioxidantes. Investigaciones recientes confirman su papel en la prevencion de
enfermedades como el cancer, cardiovasculares, en inflamaciones cronicas y
neurodegenerativas; adicionalmente, modulan vias de sefializacion intracelular. Estos
antioxidantes potentes complementan el papel de las vitaminas y enzimas como mecanismos
de defensa contra el deterioro de las funciones del organismo debido al estrés oxidativo
ocasionado por el exceso de las especies reactivas de oxigeno. Los neutralizan (son menos

reactivos) al donar un electrén o a&tomo de hidrogeno (191).
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Figura 22. Estructura molecular de un polifenol (acido tanico) con numerosos grupos fenol (anillo aromatico

y sus grupos —OH) (192).

Los polifenoles constituyen uno de los grupos mas numerosos, diversos y
ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se clasifican en flavonoides y no flavonoides
o acidos fenolicos. De estos, los flavonoides son el grupo mas grande poseen 15 atomos de
carbono con dos anillos aromaticos unidos por un enlace triple. En plantas se han descrito
mas de 5000 flavonoides naturales y en funcidn de su estructura, se han clasificado en varios
subgrupos: antocianinas (pigmentos responsables de la coloracion roja y azul de las frutas,
jugos, vinos, flores); catequinas, flavanonas, flavanonas glicosidicas (encontradas en citricos
y miel); flavonas, flavonoles y flavanol (glicosidos del té, frutas, vegetales y miel).

Los no flavonoides son una clase de compuestos heterogéneos, que se dividen en tres
categorias principales con base en su esqueleto de carbono: los derivados del dcido benzoico
(4cido galico, vanilico, p-hidroxi-benzoico, etc.), los derivados del &4cido cindmico
(clorogénico, caféico, fertilico, p-coumadrico), y los derivados del estilbeno (resveratrol). Los
polifenoles son naturalmente hidrofilicos y por lo tanto pueden extraerse facilmente con
solventes polares (agua) y organicos (metanol, etanol, acetonitrilo, acetona y sus mezclas con

agua) (191).

85



El mecanismo de reaccion sugerido para la biorreduccion de las sales metélicas por

los fitoquimicos de los extractos ha sido dilucidado mediante el estudio de polifenoles en

estado puro provenientes de sintesis quimicas como el 4cido tanico y galico (Figura 22).

Dado que en los extractos de alfalfa, los taninos (&cido tanico, géalico) son el componente

predominante (168).

En el mecanismo propuesto, los grupos fenol de los polifenoles a partir de sus

numerosos grupos —OH son excelentes donadores de hidrogeno a un radical libre. Al estar

unidos a un anillo bencénico, los grupos —OH pueden actuar como donadores de un atomo

de hidrogeno o un electron. La donacion de —OH de los grupos fenol que participan en las

reacciones redox, ocurre al formar quinonas las cuales donan sus electrones. Los electrones

donados reducen los iones metalicos oxidados hacia sales metélicas para formar las NPs

correspondientes (Figura 23).
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Figura 23. Mecanismo de reaccion de la reduccion de las sales metalicas por un polifenol (acido tanico). Los
grupos fenol en el acido tanico son oxidados a quinonas con la consiguiente liberacion de electrones los cuales
reducen los iones metalicos. La estructura de la molécula de 5 brazos del acido tanico actiia como un agente
quelante, donde la reorganizacioén atomica ocurre dentro del complejo facilitando la nucleacion de las MNPs

(192).

Adicionalmente, sus anillos aromaticos en condiciones de acidez tienen una
reactividad elevada y su ionizacion genera un grupo —O el cual libera mas electrones que el
—OH. Algunos polifenoles con grupos carboxilo (COOH) en su estructura, pierden su
hidrégeno para volverse un anion caboxilato (COO") durante el proceso de reduccion. El
COO" formado se une a la superficie de las NPs metalicas en formacion o iones metalicos de
carga positiva (M") y actGa como reductor y surfactante para estabilizarlas
electrostéricamente. La reduccion inicial de los iones metalicos lleva a la formacion de
centros de nucleacion los cuales secuestran iones adicionales y los incorporan a los sitios

vecinos de nucleacion para eventualmente formar las NPs (192).

Los polifenoles, ademads, pueden actuar como antioxidantes mediante su unidon con
metales (quelacion) catidnicos (Au, Ag, Fe, Cu, etc.), esta reaccion evita la formacion de
radicales libres (Figura 24). El hierro se une a los polifenoles via ortho-dihidroxilo (catecol)

o trihidroxi-benceno (galloil) (168).
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Figura 24. Estructura quimica propuesta para la formacion de Fe-NPs, donde los iones Fe**/Fe?* son quelados

por los grupos —OH de los polifenoles. R.- representa la estructura quimica del polifenol (168).

Un gran numero de plantas aromaticas (usadas como condimento) y medicinales son
fuente de compuestos quimicos que presentan propiedades antioxidantes. Estos antioxidantes
naturales son generalmente compuestos fendlicos que provienen de distintas regiones de la
planta (frutos, raices, hojas, corteza, semillas, etc.). En este trabajo se explor6 la sintesis de
MNPs utilizando como fitoquimicos polifenoles y acidos organicos provenientes de extractos

acuosos de Cinnamomun verum 'y Vanilla planifolia.

2.5.4 Caracterizacion fitoquimica de Cinnamomun verum y Vanilla planifolia.

El género Cinnamomun (familia: Lauraceae) consiste de 250 especies de arboles y
arbustos distribuidos en el Sureste de Asia, China y Australia. C. verum es una especie nativa
de Sri Lanka. La canela es un arbol pequefio perennifolio de 10-15 m de altura. Su madera
se utiliza ampliamente como especia o condimento para la preservacion de alimentos, tiene
un valor agregado dado que se han demostrado sus propiedades antioxidantes y para el
tratamiento de diabetes. La madera seca contiene aceites volatiles como proantocianidinas,
taninos, proteinas, pentosanos, almidon, oxalato de calcio, minerales, eugenol y compuestos
fendlicos principalmente cinnamaldehido y acido hidroxicindmico. (193) El contenido de
estos componentes varia considerablemente de acuerdo a su localizacion geogréfica, edad
del arbol, condiciones climaticas, de cosecha y tiempo de almacenamiento. (194) Algunos

miembros del género Cinnamomun (C. zeylanicum) se han utilizado para la reduccion de Ag,
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Pd y Au (Tablas 3 y 4). (195,196) La reduccion se ha atribuido a compuestos fenolicos como

eugenol, terpenoides, polisacaridos y flavonas del extracto (Tabla 5) (197).

Tabla 5. Caracterizacion fitoquimica por GC/MS de los compuestos volatiles del aceite esencial de

Cinnamomun sp. (193,194,198).

Compuesto/parte anatomica Rendimiento
(% vIv)

Hojas
Cinnamaldehido 1-5
Eugenol 70-95
Tallos lefiosos de la raiz
Camphor 60
Frutos
Acetato trans-cinamico 42-54
Carofileno 9-14
Brotes
Terpenos 78
a-bergamoteno 27.38
o-copaeno 23.05
Terpenoides oxigenados 9
Flores
(E)-cinnamil acetato 41.98
Trans-o-bergamoteno 7.97
Oxido de cariofileno 7.20
Madera (varas)
trans-Cinnamaldehido 65-97.96
Eugenol 5-10
o-pineno 1.3
Camfeno 0.3
B-pineno 0.25
Limoneno 0.2
1:8-cineole 0.5
p-cimeno 0.8
Linalool 1
[B-carofileno 2.5
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a-terpineole 0.3
Safrol 2
Alcohol cinamico 1.4
Bencil benzoato 4
Benzaldehido 1.04
Alcohol fenil-etilo 1.14
Benceno propanal 0.52
cis-cinnamaldehido 1.33
2-metoxi-benzaldehido 0.89
a-cubeneno (sequiterpenoides) 0.59
2-nitro-1-fenil-propano 0.63
O-metoxi-cinamaldehido 8.79

El eugenol abundante en el té verde y extractos de eucalipto, se ha utilizado para la
sintesis de nanoparticulas de hierro (20). Nanoparticulas de Fe3O4 se han funcionalizado con
cinnamaldehido sintético para mejorar el tratamiento de cancer de mama por hipertermia
magnética (185). Este compuesto también se ha utilizado para aumentar la eficiencia

antimicrobiana de nanofibras de quitosana y 6xido de polietileno utilizadas para tratar
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infecciones ocasionadas por Pseudomonas sp. (32). Los compuestos quimicos principales de
Cinnamomun verum se resumen en la figura 25.
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N P P

OH
Cinnamaldehyde

Eugenol

g

OH
\)4/\)\

Linalool Caryophyllene

H

Figura 25. Formulas estructurales de los principales compuestos del extracto de canela (198).

De acuerdo a Ooi et al. (198) y Thomas et al. (194), el E-cinnamaldehido es el
compuesto predominante en Cinnamomun verum (85-98%), seguido por el eugenol y el 4cido

trans-cinamico (5-10%).

La vainilla es una vaina conocida desde la época de los Aztecas, donde tenia una
connotacion para las bebidas de la realeza como el chocolate elaborado a base de cocoa, maiz,
miel y vainilla. El género se compone de ~110 especies y se ubica dentro de la familia de las
orquideas. Esta planta perennifolia crece en las regiones tropicales y subtropicales de
América, Asia, Nueva Guinea, Australia y el Oeste de Africa (199,200). La especie principal
de vainilla es Vanilla planifolia, nativa de México que actualmente es cultivada ampliamente
en los tropicos. La planta requiere de anos para su maduracion y de 6-9 meses para producir
las vainas de vainilla, cuyas flores deben ser polinizadas a mano y estas solo permanecen
abiertas pocas horas. Una vez cultivadas las vainas verdes, son sometidas a un proceso de
curado intenso, rapido y cuidadoso con el objetivo de producir la mayor cantidad de vainas
gourmet. En ocasiones requieren de periodos prolongados de hasta 3 afios para el desarrollo

de una mayor cantidad de compuestos aromaticos caracteristicos de su sabor y aroma (200).
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El contenido principal de polifenoles en las vainas sometidas a un proceso de curado

en V. planifolia es la vainilla o vanilina (4-hidroxi-3-metoxi-benzaldehido, 85%), el acido

vanilico y el 4cido 4-hidroxibenzaldehido de los mas de 300 compuestos quimicos

identificados (Tabla 6) (Figura 26) (200-202). Debido a sus propiedades antioxidantes y

antimicrobianas (inhibe la oxidacion de lipidos y proteinas) la vainilla se utiliza como

conservador de alimentos, para la sintesis de L-dopa para el tratamiento de la enfermedad de

Parkinson (135,201). Se ha reportado que asiste la sintesis de nanoparticulas de Ag (203).

Tabla 6. Caracterizacion fitoquimica por cromatografia de gases de algunos compuestos volatiles del extracto

de vainas de vainilla. El contenido en partes por millon (ppm) esta en funcion de las horas de curado de las

vainas (200-202).

Compuestos volatiles ppm
Vanilina o vainilla 19118
Acido vanilico 1315
p-hidroxibenzaldehido 873
p-acido hidroxibenzodico 255
Guaiacol 93
4-metilguaiacol 3.8
p-cresol 2.6
4-vinilguaiacol 1.2
4-vinilfenol 1.8
Acetovanilona 13.7
Vanillil alcohol 83.8
Alcohol p-hidroxibencilo 65.1
Acido acético 124
Acido isobutirico 1.7
Acido butirico <1
Acido isolvalérico 3.8
Acido valérico 1.5
2,3-butanediol 8.0
Alcohol anisilico 24
2-heptenal 2.1
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(E)-2-decenal 1.8
(E,Z)-2,4-decadienal 1.4
(E,E)-2,4-decadienal 1.2
Salicilato de metilo <1
Cinnamato de metilo 1.1
Linolenato de etilo 13.5
3-hidroxi-2-butanona 14.6
Desconocido /similar a vainilla 6.2

Debido al costo de su produccion artesanal, formulas sintéticas de vainilla son
obtenidas en gran cantidad por sintesis quimica (vainilla comercial) a menor precio. Estas
formulaciones se producen utilizando una porcion de vainas curadas o a partir de lignina,
eugenol, guaiacol y derivados del petroleo. Posteriormente, la vainilla sintética es disuelta en
alcohol, propilén-glicol, glicerina y coumarina para aumentar e imitar el sabor de la vainilla
natural. Estas formulas son ampliamente utilizadas en la industria culinaria (reposteria,
bebidas), productos farmacéuticos, perfumeria, en la elaboracion de juguetes de plastico y

alimento de mascotas para enmascarar su olor (204).

CHO 0
OH
OCH; OH
H CHj
Vanillin Vanillic acid

Figura 26. Férmula estructural de los polifenoles de las vainas de vainilla (201).

En ambas especies sus extractos con fitoquimicos abundantes en polifenoles el
mecanismo de biorreduccion involucrard los grupos —OH y ortodihidroxifenil que, en pH
basico, se oxidan a quinonas para donar sus electrones de sus radicales —OH para
acomplejarse con los cationes metalicos Fe?"/Fe** en fase acuosa y reducir los iones para la
produccion de NPs de Fe;Os@Fe20s. Los electrones deslocalizados en los anillos aromaticos

potencian la reaccion de reduccion donando sus electrones, mientras que los acidos
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organicos, sus grupos —COOH pierden sus atomos de hidrégeno (—COQO") durante el proceso
de reduccion. Este mecanismo estabiliza electrostéricamente la superficie de las NPs en
formacion mediante las cadenas de los 4cidos orgénicos, disminuyendo su agregacion y
oxidacion (17). La estabilizacion electrostérica corresponde a una estabilizacion en parte
electrostatica (por la repulsion de Coulomb entre particulas, por las cargas eléctricas de los
iones adsorbidos en la superficie de las MNPs, que forman una capa eléctrica, donde, si su
potencial es elevado evita la aglomeracion en disolventes con constantes dieléctricas altas) y
parte estérica debida a las cadenas organicas de las biomoléculas adsorbidas en la superficie
de las MNPs, que evitan o disminuyen la interaccion de los centros metalicos de las MNPs
(205). Lareaccion de biorreduccion que ocurre utilizando estos extractos puede representarse

de la siguiente manera:

FeCls + H,0 — Fe[(H,0),]3* + H,0 Eq.(1)

R + Fe[(H,0),]13* + H,0 - Fe[(H,0),]** + H* + ROH Eq.(2)
pH

Fe[(H,0),]2* + 2R~ + H* + OH- = Fe?*0% + Fe?*Fe3* + RH*ROH- Eq.(3)
A

Donde R representa las cadenas organicas de los polifenoles con sus grupos —OH

involucrados principalmente en la biorreduccion de los dtomos de Fe?"/Fe*" (Figura 27).

OH 0
29 8¢  HO o
O — O +21° +2¢ — Fe?* Fe'*? __/_\.‘_A» e,
$80D9% NoOH — owdEi|
OH OH

Polyphenol Quinone

Figura 27. Esquema de los eventos quimicos que ocurren durante la sintesis verde de las MNPs. Los polifenoles
participan en el recubrimiento y biorreduccion de los cationes de hierro. Esto resulta en la obtencion de NPs
con un nucleo de FesO4 y con superficie oxidada de y-Fe,Os (rojo), confinadas por los polifenoles de los
extractos acuosos. La posterior adicion de la base acelera la reaccion termodinamica favoreciendo la

precipitacion homogénea de las MNPs (206).
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El cinamaldehido es un agente reductor mas suave (E’=588 mV) en comparacién con
la vainilla (E°=670-750 mV), en la transferencia de electrones de sus grupos —OH durante la

biorreduccion (201,207).

En este trabajo C. verum y V. planifolia (extracto natural y sintético) asistieron la
formacion y estabilizacion de las MNPs de Fe3Os @ v-FexOs; durante su sintesis por
coprecipitacion. Estas MNPs se probaron para la generacion de la hipertermia magnética en
células en cultivo in vitro BV-2, las cuales son un modelo de investigacion de las

enfermedades neurodegenerativas (156) .

2.5.5 Biosintesis MNNPs con extractos vegetales para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas y cancer.

La sintesis de nanoparticulas con estos extractos acuosos (canela y vainilla)
promueven una tecnologia amigable con el ambiente y el uso de reactivos de baja toxicidad.
En afios recientes un gran nimero de metabolitos novedosos con potentes propiedades
farmacoldgicas se han aislado de los vegetales. Asi las plantas medicinales se han convertido
en una fuente invaluable de agentes bioactivos como la curcumina, vinblastina, vincristina,
placlitaxel, cinnamaldehido, capsaisina, vanilina, wogonina, berberina etc., que han mostrado
suprimir o prevenir enfermedades neurodegenerativas y céancer. A diferencia de los
medicamentos sintéticos los compuestos naturales tienen la capacidad de atacar condiciones
patologicas de origen multifactorial como el cancer, por multiples vias metabdlicas (Figura
28), tienen una mayor interaccion con receptores membranales para su internalizacion celular
y en consecuencia un efecto terapéutico superior de menor toxicidad al organismo. Estos
representan una opcion de tratamiento preventivo y complementario a multiples

padecimientos (208).

Los compuestos bioactivos del extracto en canela ademas de su uso como especia se
ha reportado que tienen propiedades farmacoldgicas como: antioxidantes, antiinflamatorias,
antidiabéticas, antimicrobianas, anticarcinogénicas, disminuye el contenido de lipidos en
sangre y oxido nitrico por lo cual principios activos aislados, se han utilizado para tratar

desordenes neurologicos como el Parkinson y el Alzheimer (202,209).

95



Algunos de sus compuestos polifenolicos como el cinnamaldehido, eugenol y linalool
han mostrado una elevada actividad antioxidante de lipidos y 4cidos grasos. Asi como la
disminucion en la produccion de oOxido nitrico en un 81%. Los flavonoides y el 2-
hidroxicinnamaldehido tienen un efecto antiinflamatorio ademaés de inhibir la produccion de
oxido nitrico al activar el factor kappa en células (NF-kB) del CNS; por lo cual se han
considerado como una fuente para el tratamiento terapéutico de enfermedades
neurodegenerativas mediadas por procesos inflamatorios cronicos. La cinnamofilina confiere
proteccion contra dafos producidos por isquemia por lo que se ha propuesto emplearla para
disminuir dafios neuronales por traumatismos. El benzoato de sodio regula la expresion de la
proteina PARK?7 y la neurotrofina-3 involucradas en la neuroproteccion del estrés oxidativo.
Esta molécula aislada de los extractos de canela puede incorporase como tratamiento

terapéutico en la prevencion del Parkinson (209,210).

En cuanto a su efecto anticancerigeno se ha demostrado que los cinnamaldehidos
inhiben la angiogénesis involucrada en procesos cancerosos. El trans-cinnamaldehido induce
la muerte celular por apoptosis. Los aceites esenciales de canela también inhiben la hormona
estimulante de melanocitos suprimiendo el estrés oxidativo in vitro en células murinas de
melanoma (209,210). Nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con cinnamaldehido de
origen sintético se han utilizado para inducir apoptosis en células de cancer de mama

mediante hipertermia magnética a 41.6 °C (138).

La vanilina tiene efectos antiinflamatorios, anticancerigenos, citostaticos (200,201).
El extracto es rico en vitaminas-B (niacina, acido pantoténico, tiamina, riboflavina) y
minerales (calcio, potasio, manganeso, zinc). Sus polifenoles son potentes antibacterianos y
antioxidantes. En los desordenes mentales disminuye el estrés y es util en los tratamientos
contra la depresion y ansiedad. Hay evidencia que la vanilina tiene un efecto antimutagénico,
al suprimir el dafno cromosomal inducido en cultivos in vitro por sustancias como el
metotrexate y la formacion de microntcleos inducidos por mitomicina C en células de la
médula 6sea de ratén (201,202,211). Puede prevenir algunos tipos de canceres; diversos
reportes indican que tiene un efecto antimutagénico, ya que estd involucrada en la replicacion

y reparacion del DNA. Reduce la frecuencia de mutaciones en células del colon en un 64%
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disminuyendo la posibilidad de desarrollar este tipo de cancer (136). La vanilina administrada
in vivo e in vitro inhibe el crecimiento de células de adenocarcinoma mamario y suprime la
dispersion de las células cancerosas (metastasis), por lo cual es de interés para el desarrollo
de medicamentos que interrumpan la metastasis. Ademas de su actividad antioxidante
aumenta la sensibilidad de células cancerosas al cisplatino (137). Inhibe las reacciones que
conducen a la produccién de 6xido nitrico, tanto en células tumorales como en enfermedades

neurodegenerativas como el Alzheimer y Parkinson (212).

En oncologia los productos derivados de vias naturales como los polifenoles tienen
una larga historia en su aplicacion clinica contra enfermedades como el cancer. Aunque un
protocolo basado exclusivamente en el empleo de estos no es del todo viable se ha propuesto
utilizarlos en combinacion con terapias establecidas como la quimio y radioterapia para su
accion sinérgica terapéutica. El uso de la medicina natural basandose en los principios activos
extraidos de las plantas minimizan los efectos asociados con las terapias convencionales de
cancer. Sin embargo, la mayoria de estos compuestos tienen baja estabilidad y su
farmacocinética no es favorable, lo que disminuye su asimilacion por el organismo. Esto
puede superarse al conjugar estas sustancias bioactivas con acarreadores que incrementen su
eficacia terapéutica como las NPs. Diversos trabajos demuestran que conjugando los
principios bioactivos de los extractos vegetales con nanoacarreadores incrementan su
solubilidad en el organismo y biodisponibilidad en células cancerosas hasta en un 50% e
inducen su muerte celular por apoptosis. Se han conjugado MNPs con curcumina, quercetina,
té¢ verde (epigallocatequinas), y diversos polifenoles que tienen efectos antitumorales
(27,139,208). En modelos in vitro e in vivo (xenografts), han mostrado una farmacocinética
favorable. Estas formulaciones exhiben una mayor biodisponibilidad y reducida toxicidad en
comparacion con las NPs obtenidas por sintesis quimicas. Estos nanomateriales han resultado
efectivos para el tratamiento in vitro e in vivo del cancer de péancreas, colon y gliomas
(27,139,188,213). Los efectos anticancerigenos se han obtenido a concentraciones
micromolares (UM), que para lograr estas concentraciones solo en las regiones tumorales las

MNPs resultan muy Ttiles.
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Los polifenoles son los compuestos naturales por excelencia con efectos potentes de
proteccion contra el cancer y procesos neurodegenerativos a distintos niveles celulares
(Figura 28). Estudios recientes comienzan a dilucidar dos rutas de sefializacion que controlan
los eventos de muerte celular por apoptosis: via de las MAPKSs cinasas (mitogen-activated
protein kinases) y la familia de proteasas ICE/Ced-3 (caspasas), las cuales son estimuladas
por compuestos fendlicos naturales y sintéticos. Los efectos biologicos a bajas
concentraciones (~50-150 uM) de los polifenoles es la activacion de la via de las MAPK
cinasas que llevan a la expresion de genes con funciones de sobrevivencia (c-Fos, c-Jun) y
de defensa (enzimas detoxificantes, GST, QR), ejerciendo un mecanismo de proteccion. Las
concentraciones elevadas (~250-500 uM) conducen a la activaciéon de la via de las caspasas
para inducir la apoptosis (Figura 28), lo cual depende del tipo celular. Estos mecanismos de
activacion de sobrevivencia o de muerte celular resultan benéficos si se inducen en células
preneoplésicas o tumorales (214).
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Figura 28. Esquema donde se ha inducido el estrés oxidativo que lleva a la activacion de la via de las MAPKs
que resulta en la expresion de genes de sobrevivencia o en la activacion de las caspasas mediante ICE/Ced-3
que conduce a la muerte celular por apoptosis. Los flavonoides (GTP, EGCG, ECGQG) isotiocianatos sintéticos
(PEITC, SUI) y antioxidantes (BHA, tBHQ) a bajas concentraciones activan la via de las MAKPs (ERK2,
JNK1, p38) y por lo tanto factores de sobrevivencia y proteccion celular. Cantidades mayores inducen la via de

las caspasas (ICE/Ced-3) con la consiguiente apoptosis (214).
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Como se ha mencionado previamente, existen pocos trabajos sobre el uso de NPs
como acarreadores de polifenoles (27,30,139) y debido a que la canela y vainilla se emplean
en la dieta cotidiana sin efectos secundarios nocivos, ademas de sus multiples propiedades
farmacologicas naturales; en este trabajo se explor6 una via de sintesis verde para obtener
MNPs-polifenoles (Figura 29), para su potencial aplicacion para el tratamiento de

enfermedades neurodegenerativas y cancer.
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Figura 29. Esquema de la estructura quimica de las MNPs obtenidas por biosintesis de un solo paso con el
extracto de (A) vainas de vainilla (VP-MNPs) y (B) canela (C-MNPs). Los polifenoles en su superficie

representan los compuestos mas abundantes de los extractos.

Estas MNPs multifuncionales obtenidas por biorreduccion con extractos de vainas de
vainilla (VP-MNPs) y canela (C-MNPs), en combinacion con los principios bioactivos de los
extractos naturales potenciaran su internalizacion celular mas que las obtenidas por sintesis
quimica (A-MNPs) y de un extracto comercial “natural” (SV-MNPs), para generar la
hipertermia magnética mediante la aplicacion de un AMF, lo que abre la posibilidad de la

aplicacion clinica de los polifenoles naturales usando como acarreadores a las MNPs.
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2.6 HIPOTESIS.

Los compuestos polifendlicos (-OH, -COO-, anillos aromaticos) de fuentes vegetales
son agentes reductores naturales capaces de bioreducir sales metalicas en solucion.
Adicionalmente, tienen receptores especificos en membranas celulares de mamiferos, por lo
cual, combinando ambas propiedades sera posible sintetizar nanoparticulas magnéticas en un
solo paso. Se puede aprovechar la capacidad de reduccion de estas biomoléculas mediante
una via amigable con el ambiente, de menor toxicidad que serdn facilmente asimilables en

células en cultivo (BV-2), para generar la hipertermia magnética in vitro.

2.7 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método de sintesis alterna (biosintesis) de nanoparticulas de 6xido de
hierro amigable con el ambiente, a partir de extractos de canela y vainilla, y analizar sus
propiedades para la generacion de la hipertermia magnética como terapia para enfermedades

neurodegenerativas y cancer en un modelo in vitro (células BV-2).

2.7.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Controlar los pardmetros de sintesis de las MNPs por biorreduccion utilizando
compuestos polifendlicos de extractos de Cinnamomun verum y Vanilla planifolia
como bases organicas para la formacion y funcionalizacion de las MNPs de Fe3Oa.

2. Caracterizar las propiedades de las MNPs obtenidas en funcidon de su estructura,
tamano de particula, superficie y respuesta superparamagnética para la generacion de
la hipertermia magnética (MHT).

3. Determinar la toxicidad de las MNPs obtenidas por biorreducciéon a concentraciones
méximas de 100 pug ml™! en células BV-2.

4. Medir la respuesta de calentamiento (SPA) de las MNPs obtenidas por biorreduccion

en solucion coloidal e in vitro en células BV-2.
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Determinar la internalizacion in vitro de las MNPs con valores elevados de SPA por
las células BV-2.

. Analizar el efecto de la hipertermia magnética por pruebas in vitro en células BV-2
al aplicar campos magnéticos de /= 571 kHz, 23.9 kA m! a una temperatura de
hipertermia de 46 °C.

. Determinar la viabilidad celular en las células BV-2 después de aplicar la MHT.

. Analizar el efecto de muerte celular inducido en las células tratadas con MHT,

mediante el estudio de los cambios ultraestructurales por SEM-FIB y TEM.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Materiales.

Los reactivos utilizados para la biosintesis fueron cloruro de hierro hexahidratado
(FeClze 6H20O) (grado reactivo, > 98%), cloruro de hierro tetrahidratado (FeCl,e4H>O)
(pureza, p.a.,>99%) e hidroxido de sodio (NaOH) (grado reactivo, > 98%) de Sigma Aldrich

Co., todos los reactivos se utilizaron sin mayor purificacion.

Las varas de corteza de Cinnamommun verum (Sri Lanka) y las vainas curadas de
Vanilla planifolia se obtuvieron de un mercado local en México. El extracto comercial
concentrado de vainilla (SV) se obtuvo del proveedor “La Reyna” de la region de José
Acateno y Papantla Ver., México. En todos los experimentos se utilizd agua desionizada

(resistividad = 18 MQecm).

3.2 Preparacion de los extractos naturales de canela y vainilla.

Se ha reportado que el secado previo de la materia vegetal concentra los antioxidantes,
polifenoles etc., beneficiando el proceso de extraccion para la produccion de extractos de
mejor calidad; por lo cual, se emplearon varas secas de canela y vainas curadas de vainilla
(215,216). Para la extraccion se selecciond una metodologia amigable con el ambiente y el
solvente de extraccion empleado fue agua desionizada, la cual posee una elevada capacidad
para extraer los polifenoles de forma segura (134). Las varas de corteza de canela se
pulverizaron (50 g), y se mezclo el polvo resultante con 200 ml de agua desionizada para su
destilacion por arrastre de vapor a 80 °C por 3 horas. Las condiciones dptimas de extraccion
de los compuestos polifenolicos deseados, se establecieron de acuerdo a determinaciones
previas de su concentracion en los extractos, realizadas por el método de Folin-Ciocalteu
(217). El extracto de canela (C) obtenido se dejo enfriar a temperatura ambiente y
posteriormente fue filtrado (Nylon 0.22 um) para remover los residuos celulares y finalmente
almacenado a 4 °C para su uso posterior.

Para la preparacion del extracto de vainas de vainilla (VP) se utilizaron 10 g de vainas

curadas de Vanilla planifolia y se realizd mediante el mismo procedimiento de la canela. La
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extraccion se llevo a cabo hasta que el color de la solucién acuosa se tornd ligeramente

amarilla. El extracto se filtr6 y almacend de la misma forma que para la canela.

3.3 Determinacion de fenoles totales en los extractos.

La concentracion de los fenoles totales se midid por espectrofotometria UV-Vis con
un equipo Schimadzu UV-1601, basdndose en la reaccion colorimétrica de 6xido-reduccion.
El agente oxidante utilizado fue el reactivo de Folin-Ciocalteu (tungstofosfato y molidbato)
(217), el cual permite el analisis de compuestos organicos que presenten anillos aromaticos
hidroxilados (polifenoles, 4cido tanico, taninos). El método es bastante sensible y permite
medir contenidos de compuestos fenolicos comprendidos entre 1-50 mg/ml. Los compuestos
fenodlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu a pH basico, dando lugar a una
coloracion azul susceptible de determinacion espectrofotométrica a 765 nm. La curva de

calibracion se elabord con una solucion de acido galico (0.1 mg/ml) (217).

3.4 Sintesis de las MNPs de Fe3Os.

Distintas condiciones de sintesis se exploraron hasta encontrar las ideales, lo que se
reporta a continuacion. Las MNPs de Fe3;Os fueron sintetizadas por un método de
coprecipitacion de sintesis verde con algunas modificaciones (218). Las soluciones de 0.02
M de FeCl3#6H20 y 0.01 M de FeCl>e4H>O se disolvieron por separado en agua desionizada
por 30 minutos. Posteriormente % Fe**:Fe™ (w/v) de cada solucion se mezclaron y se aford
en matraz a un volumen de 100 ml con agua desionizada. La mezcla se calent6 a 80 °C en
una atmosfera inerte burbujeando N> y se mantuvo en agitacion constante. Después de
alcanzada la temperatura se adicionaron 5 6 10 ml del extracto gota a gota, hasta que el color
de la solucion se tornd rojiza-café. Después de 30 a 60 minutos de incubacion se adicionaron
continuamente 1.5 M de NaOH para permitir la precipitacion uniforme de MNPs color negro.
La mezcla se enfrio rapidamente con hielo y las MNPs se obtuvieron por decantacioén
magnética. Las MNPs obtenidas, ya sea con el extracto de canela (C-MNPs), vainas de
vainilla (VP-MNPs) o el extracto comercial sintético de vainilla (SV-MNPs) se lavaron tres
veces con agua desionizada hasta obtener un pH 7. El contenido de hierro de todas las

muestras se determin6 mediante el ensayo de tiocianatos. Para comparar el desempefio de las
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diversas pruebas de sintesis verdes se obtuvieron MNPs por sintesis quimica empleando

hidroxido de tetraetilamonio (A-MNPs) como base para la reaccion.

3.5 Determinacion del contenido de hierro en los coloides magnéticos.

La concentracion de Fe se determind por espectrofotometria UV-Vis mediante la

reaccion de acomplejamiento de iones:

e3+ T ODULIN-

3-
(aq) @) > [Fe(scN)d (aq)

Las MNPs se disolvieron en HCI 6 M-HNO; (65%) a 50 °C por 2 horas hasta la
oxidacion completa de los iones de Fe*? a Fe™. Posteriormente se adicioné 1.5 M de
tiocianato de potasio a la solucion de Fe™ para la formacion del complejo hierro-tiocianato,
el cual tiene su maxima absorbancia a 478 nm. La concentracion se determin6 al comparar

la absorbancia de las muestras con una curva de calibracion de hierro (132).

3.6 Caracterizacion de propiedades fisicas de MINPs.

Los lazos de histéresis se midieron en todas las muestras a temperatura ambiente con
un magnetometro de muestra vibrante (VSM, Lake Shore 7400 Series). Los lazos de
histéresis M (emu/g) vs H (Oe), se adquirieron con campos aplicados de -12,000 < H

<+12,000 Oe.

La topografia y el analisis de la superficie de los dominios magnéticos se realizo con
el microscopio de barrido por sonda (SPM) JEOL-JSPM-5200 en modo de fuerza magnética
(AFM-MFM). Las muestras en polvo se confinaron en una cinta adhesiva de carbon. La punta
magnética NSC14, Co-Cr/15 Micromash se magnetizd previamente. Los dominios
magnéticos se obtuvieron a una /= 180 KHz, con una separacién de la punta a la muestra de
0-18.605 nm de distancia y un voltaje de salida de 0.025 Amp/V. Los perfiles en 2D y 3D de

la interaccion de dominios se procesaron con el software WinSPM Process 2.0 JEOL Ltd.
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Los patrones de difraccion del polvo de MNPs de Fe;Os@Fe>O3 se obtuvieron en un
difractometro Rigaku (Rigaku-Smart Lab) equipado con un filamento de CuK« con una
longitud de onda de 1.54 A operando a 35 kV de aceleracion y corriente de 25 mA. Los datos
se colectaron con un angulo de Bragg de 26 en el rango de 10° — 80° con un paso de 0.02Ys.
Los patrones de difraccion se compararon con la base de datos del centro internacional de
datos de difraccion (International Center for Diffraction Data, ICCD) (219). Los datos
obtenidos correspondieron a la carta cristalografica JCPDS-PDF-19-0629. El promedio del
tamafio de cristalito se estim6 usando la ecuacion de Debye-Scherrer (¢=0.9 A/ B cos 0), donde
d es el tamafio del cristal, A es la longitud de onda para el CuKa, £ es la constante de forma
(0.89) y B es la anchura a media altura del pico maximo de difraccion (FWHM). El software
PowderCell 2.0 se utiliz6 para comparar los datos experimentales y teoricos para el célculo

de los valores d, y los cambios en los pardmetros de red de las muestras obtenidas.

3.7 Medicion de la absorcion especifica de potencia (SPA).

La determinacion del SPA de los coloides magnéticos obtenidos se midid por
triplicado en un aplicador comercial de AC (DM1, nB nanoscale Biomagnetics, Spain), con
amplitudes de campo Hy en el rango de 3.97 k Am™ [ Ho [J 23.9 k Am™ (1 Oe = 79.5775
Am™) a una frecuencia fija de f= 570 kHz (Figura 30A).

Los experimentos in vitro se realizaron en células BV-2 a una frecuencia fija f= 570
kHz, y programando el dispositivo una temperatura constante de induccién de la hipertermia
a T =46 °C, que se logra mediante un mecanismo de retroalimentacion que controla la
intensidad del campo Ho. Las muestras se acondicionaron en un espacio quasi-adiabatico con
un pequeno volumen (~0.5 ml) formando pastillas o botones celulares compactos de 2-8 x
10° células (Figura 30B). La potencia liberada por el coloide magnético por unidad de masa
de contenido de hierro esta dada por la absorcion especifica de potencia (SPA) expresada en

W/g re304, €l cudl fue calculado con la ecuacion 4.

3.8 Condiciones de cultivo de células BV-2.
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La linea celular de cerebro murino inmortalizada BV-2 (ATCC®CRL-2467) se
cultivé en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado con 10% de
suero fetal bovino, 100 IU/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 2 mM L-
glutamina. Las células se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera con humedad saturada

conteniendo 95% de aire y 5% de CO..

3.9 Ensayos de viabilidad o toxicidad celular.

Para los ensayos de viabilidad se sembraron 3 x 10° células en fase exponencial de
crecimiento en placas de 6 pozos y se incubaron por 24 horas como se ha descrito
previamente. Los experimentos se realizaron por triplicado. El medio de cultivo se adicion6
a concentraciones cada vez mayores de MNPs (25, 50 y 100 ug ml!) y se incub6 nuevamente
por 24 h. Después de 48 h las células fueron cosechadas y sometidas al ensayo de exclusion
de azul de tripano, para estimar el niimero de células vivas (no-tefiidas) y muertas (color
azul). En el ensayo 30 ul de la muestra de células se diluyeron (1:1) en una solucion al 2%
del colorante azul de tripano. La viabilidad celular se estim6 utilizando la cdmara de
Neubauer (Blau Brand Germany, 718605). La densidad y viabilidad se calculé de acuerdo a
Calatayud et al, 2014 (220). Las células adheridas en la placa de cultivo y las del sobrenadante

se consideraron en los célculos.

3.10 Determinacion de las MNPs internalizadas por las células BV2.

Para evaluar la tasa de internalizacion de las MNPs por las células BV-2, se sembraron
por triplicado 3 x 10 ° células en placas de 6 pozos. Después de 24 h de incubacién se
reemplazo el medio y las células fueron incubadas con concentraciones crecientes de MNPs
(0, 25,50y 100 ug ml). A las 48 h, las células fueron cultivadas y lavadas con PBS (3 veces
con 2 ml), tripsinizadas y sometidas al ensayo azul de tripano (solo células adheridas).
Posteriormente el boton celular se lavo con agua MilliQ y se centrifugd a 1200 RPM (279 x
g) para remover completamente el medio de cultivo. El boton celular se digirié6 con una
soluciéon de HCI 6 M-HNOs (65%) para el ensayo de tiocianatos y la cantidad de MNPs

internalizadas (incorporadas o fuertemente adosadas a la membrana celular) por las células
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BV-2 se cuantifico por espectroscopia de absorcion UV-Vis. El tiempo de duplicacion (Tp)
de las células BV-2 se determino para establecer los tiempos de incubacion 6ptimos con las

MNPs (221).

3.11 Mediciones con AMF (Alternating Magnetic Field).

Para los experimentos de hipertermia in vitro se crecieron las células BV-2 en
confluencia en cajas de cultivo celular de 75 cm?. Las células se cultivaron toda la noche a
37 °C con 100 ng ml! de MNPs. Al dia siguiente las células se lavaron con PBS (3 veces con
5 ml), se tripsinizaron, centrifugaron y resuspendieron en un tubo de PCR con 150 ul de
medio DMEM suplementado. Cada muestra consistio de >1.8 x 10 7 células. Para tener un
control preciso del calor suministrado durante los experimentos de hipertermia se probaron
previamente 3 x 10° células con una concentracion de 100 pug ml! de MNPs. Los botones
celulares fueron sometidos al AMF con un aplicador comercial (modelo DM 100 de nanoscale
Biomagnetics SL, Spain) (Figura 30A) trabajando a una f'= 570 kHz fija y una amplitud de
campo de 300 Gauss (23.9 kAm™") con una temperatura blanco constante de 46 °C por 30
minutos (Figura 30B). Esta temperatura se selecciond debido a que en el intervalo
comprendido de 43 a 45+1 °C ocurre el estrés celular, donde se ha reportado un efecto
terapéutico de la hipertermia magnética in vivo, como se ha expuesto en la seccion 2.3.6.
(89,101). Ademas en experimentos previos en esta linea celular, se ha inducido la muerte
celular por apoptosis con MNPs provenientes de sintesis quimicas (144). La temperatura se
mantuvo mediante un mecanismo de retroalimentacion que modula la amplitud del campo.
El aplicador esta equipado con un espacio adiabatico (~0.5 ml) para mediciones en fase
liquida, aislado en un Dewar conectado a una bomba de vacio (10”7 mBar). La temperatura
se midio utilizando un termdmetro de fibra Optica el cual se coloco al centro del boton celular
(Figura 30B). Después de las pruebas de AMF, las células fueron sub-cultivadas por 6 horas.
La viabilidad celular se determindé por el ensayo de azul de tripano. Finalmente, la

concentracion de hierro se determin6 mediante el ensayo de tiocianatos por UV-Vis.

El disefio del equipo de aplicacion del AMF son propiedad intelectual del INA-

Espana por lo cual solo se esquematiza un diagrama que representa las condiciones eléctricas
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para la generacion del campo AC (figura 30A). Este campo tiene una amplitud de 0.1 T en
el punto de referencia (P), cada color en la barra representa una reduccion del 5% del campo

magnético. El vial se coloco al centro del punto de referencia (Figura 30B).

9.488e-001 : >9.987e-001
8.988e-001 : 9.488¢-001

20 m|

8.489¢-001 : 8.988¢-001

7.990e-001 : 8.489¢-001 —3
D] 7.490e-001 : 7.990e-001

L 6.991€-001 : 7.490e-001

L] 6.492e-001 : 6.991e-001 :> s
|| 5.992e-001 : 6.492¢-001 ]
|| 5.493e-001 : 5.992e-001 v
|| 3.496e-001 : 3.995¢-001

|| 2.996e-001 : 3.496¢-001

[ 14.994e-001 : 5.493-001 N 0

[ 2.497e-001 : 2.996¢-001

|| 1.998e-001 : 2.497¢-001 |
P [ 1.498¢-001 : 1.998¢-001

[ 9.990¢-002 : 1.498¢-001

[ 4.997€-002 : 9.990e-002

€3.791¢-005 : 4.997¢-002
Density Plot: |8|, Tesla |
==
. . .

[ 4.494¢-001 : 4.994¢-001
| 13.995e-001 : 4.494¢-001
1
L
-
el O .
-
¥

CARERA

—

(A) (B)

Figura 30. (A) Esquema de la bobina y distribucion del area de campo magnético de aplicacion. (B) Esquema

de la hipertermia magnética in vitro.

3.12 Microscopia electronica de transmision (TEM) y barrido de haz de
iones (FIB-SEM).

Las muestras de magnetita se diluyeron en etanol al 70% y fueron sonicadas 15
minutos. Unas gotas se colocaron en rejillas de cobre con cubierta de formvar-carbon y
fueron observadas en un microscopio electrénico de transmisiéon (TEM) JEOL, JEM2010,
LaBs, a 200 keV del CINVESTAV-IPN y en un FEI Tecnai T20, a 200 keV en el INA-
UNIZAR. El promedio del tamaifio de particula se determind midiendo grupos de alrededor
de 200 particulas y su distribucion se ajusto a una funcion Gaussiana normal. Se obtuvieron
los patrones de difraccion por area selecta de electrones (SAED), los cuales demostraron la
presencia de la estructura FCC en espinela inversa de la magnetita Fe3O4 en las MNPs. La
indexacion de los anillos de difraccion (4kl) se obtuvo a partir de la relacion d=AL/r. Donde
d es la distancia interplanar, r el radio del anillo en cm, L la distancia de cdmara (20 cm) y A

la longitud de onda (A= 0.0027nm) al voltaje de aceleracion de trabajo. Las distancias
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interplanares obtenidas en SAED se compararon con las obtenidas por difraccion de rayos-

Xy las analizadas con el software MATCH! 2.2 y POWDER CELL.

Para estudiar la internalizacion, distribucion intracelular y los efectos de la aplicacion
de la MHT en las células BV-2 incubadas con MNPs, éstas fueron sometidas a un proceso
de preparacion quimica para su observacion y corte in situ en el SEM-FIB. Las células
sometidas al experimento de hipertermia (seccion 3.11) se fijaron con glutaraldehido al 4%
a 4°C por 2 h. Posteriormente fueron lavadas con amortiguador de cacodilato de sodio 0.2
M, pH = 7.2 y resuspendidas en glutaraldehido al 2% a 4°C por 4 horas. Seguidamente se
postfijaron 1 h con tetradxido de osmio al 2% conteniendo 2.5% de ferrocianuro de potasio.
Las muestras fueron lavadas con amortiguador de cacodilato de sodio y gradualmente
deshidratadas en acetona (30-100%). La tincion se realizd durante la deshidratacion con
acetato de uranilo empobrecido en acetona al 50% y finalmente se incluyeron en resina
Epoxica. Los cortes ultrafinos (70 nm) se colocaron en rejillas de cobre de 200 mesh y fueron
contrastadas con citrato de plomo antes de su observacion con el microscopio electronico de
transmision FEI Tecnai T20 a 200 kV. Para las observaciones en el microscopio electronico
de barrido con haz de iones (FIB-SEM) una gota de las muestras deshidratadas se coloco en
un cubreobjetos y fueron recubiertas con oro-platino. Las imégenes se obtuvieron a 5y 30
kV usando la columna del FEG. Una combinacion del haz de electrones y de iones de Ga a
30 kV (0.4 nA) se utilizaron para realizar los cortes de cada célula (Figura 4.12). La
espectrometria por EDS-X permitié la ubicacion e identificacion del contenido de hierro

intracelular (Figura 4.13).
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CAPITULO 4.

RESULTADOS, DISCUSION Y
PERSPECTIVAS

4. RESULTADOS.

Las MNPs obtenidas por este método de sintesis con extractos acuosos de canela (C-
MNPs) y vainilla (VP-MNPS, SV-MNPs), se utilizaron como una alternativa amigable con

el ambiente a los agentes reductores quimicos toxicos comunes de las sintesis orgénicas (A-
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MNPs). La ventaja de estas sintesis verdes es el uso de compuestos naturales como el
cinnamaldehido, vanillina, etc., abundantes en estos extractos, empleados como agentes para
la formaciéon de centros de nucleacion, crecimiento, recubrimiento y biorreduccion de las
sales metilicas de los iones Fe™/Fe’* en disolvente acuoso (agua desionizada).
Adicionalmente, éstas MNPs también pueden utilizarse como acarreadores de compuestos
polifenodlicos con aplicaciones diversas en el 4rea médica para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas y cancer. Para su potencial aplicacion médica es de interés
conocer las propiedades de las MNPs obtenidas por esta metodologia, por lo cual, en ésta
seccion se presenta la caracterizacion de sus propiedades fisicas de cristalinidad, distribucion
de tamafio, estabilidad coloidal, saturacion de la magnetizacion a temperatura ambiente,
oxidacion de su superficie y su capacidad de calentamiento (SPA) en medio acuoso y en
células in vitro. Asi mismo, se evaluo su toxicidad en células en cultivo in vivo, corroborando
que estas MNPs crecidas con los extractos naturales, son bien toleradas por las células a
concentraciones de 100 pgml™!, donde las MNPs de sintesis quimicas comienzan a inducir
efectos de citotoxicidad. Esto aunado a la oxidacion de sus superficies a maghemita,
contribuye positivamente a disminuir el efecto citotoxico cominmente reportado para las
MNPs de magnetita. Finalmente, se determin6 su capacidad de calentamiento in vitro en un
modelo de estudio de enfermedades neurodegenerativas y tumorales (células BV-2) con AC
(Ho=23.9kA m'1yf=570kHz) a la concentracion mencionada y se cuantifico el efecto de
la MHT in vitro en la viabilidad celular, asi como, sus efectos citotoxicos en los cambios

morfolégicos ultraestructurales por SEM-FIB y TEM.

4.1 Analisis de propiedades fisicas de las MNPs.

Los analisis por XRD de todas las muestras (C-MNPs, VP-MNPs y SV-MNPs)
mostraron los picos principales de difraccion de la magnetita (A-MNPs) en (26) a 30° (220),
35.19°(311), 43° (400), 53°(422), 57° (333, 511) y 62° (440) (Figura 4.1-a). Estos picos se
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encontraron ligeramente desplazados (Figura 4.1b) hacia la maghemita (222) debido a la

oxidacion de su superficie durante su sintesis (Figura 4.1c¢).
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Figura 4.1. (a) Patron de XRD de las MNPs Fe3Os@Fe;O3 de los extractos acuosos de C, verum (C-MNPs);
vainas de V. planifolia (VP-MNPs) y vainilla sintética (SV-MNPs). (b) Amplificacion de la region 20 =~ 35.5°
que muestra los picos de difraccion de los planos cristalograficos en (220), (311), (400), (422), (511) y (400)
esperados para Fe;Os en A-MNPs (no oxidadas) a y-Fe;Os y las MNPs recubiertas por fenoles. (c)

Representacion esquematica de la oxidacion de la superficie de VP-MNPs.

El proceso de oxidacidén presumiblemente ocurre de la superficie hacia el interior de
las MNPs, dado que ésta reacciona con la forma oxidante de las moléculas de agua de los
extractos y sus polifenoles (-OH) creando una capa de maghemita. Esto ocurre sin alteracién
de la estructura de la espinela inversa, puesto que las MNPs pueden ser recuperadas
lavados. Se ha demostrado

facilmente por decantacion magnética durante los

experimentalmente que la concentracién de los cationes de Fe?" disminuye del centro hacia
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la superficie de las nanoparticulas a medida que transcurre la oxidacion, debido a la difusion
de los cationes de hierro, lo que aumenta con el tiempo el espesor de la envoltura externa de
maghemita disminuyendo el radio del niicleo magnético y en consecuencia la saturacion de
su magnetizacion (223). Las constantes de red también se ven afectadas por este proceso de
oxidacion y como se ha reportado (223) éste disminuye a medida que el agente oxidante es
mas agresivo, por lo cual estas sintesis con antioxidantes en la mezcla del extracto ejercen

un efecto protector al ataque de la superficie de las MNPs por las moléculas de agua.

La orientacion cristalina del plano principal de crecimiento fue (311). Una pendiente
no lineal en la linea base de los patrones de difraccion pudo apreciarse, lo cual corresponde
a contribuciones no cristalinas remanentes de las biomoléculas en las muestras debido a su
union covalente entre los iones de hierro y los polifenoles durante la reduccion, crecimiento
y recubrimiento de las MNPs (Figura 6.1a y 29). La media del tamafo de cristalito <d>, se
estimé a partir de la anchura a media altura del pico principal de difraccion del analisis
(FDHW), donde <d> = 14 nm para C-MNPs (C. verum) y <d> = 12 nm para SV-MNPs y

VP-MNPs (V. planifolia) extracto sintético y de vainas, respectivamente.

Una caracteristica especifica de este método de sintesis es que las biomoléculas
(polifenoles) de los extractos naturales utilizados produjeron MNPs de magnetita con
superficies oxidadas, con una estructura core-shell Fe3Os-y-Fe2Os. La oxidacion de las MNPs
es de esperarse, normalmente se origina durante su procesamiento y manipulacion al
exponerse al oxigeno del medio ambiente y la naturaleza de los polifenoles en la biomasa, lo
cual es consistente con los pequefios cambios en el promedio de los parametros de la celda
unitaria @ = 8.355 A en VP-MNPs, y a = 8.366 A en C-MNPs (Tabla 4.1). Estos cambios con
respecto a los parametros de Fe;O4 son consistentes con las vacancias de Fe?" de la estructura
v-Fe20s3 de la superficie de las MNPs. Esta oxidacion se debe a que la concentracion del
extracto utilizada durante la sintesis puede oxidar la superficie de las MNPs y producir
vacancias durante el procesamiento. A consecuencia de esta capa oxidada de y-Fe,Os, la
superficie de las MNPs tiene una mayor estabilidad tanto en tiempo y a los ataques quimicos,

una clara ventaja para las aplicaciones biomédicas (224).
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Tabla 4.1. Parametros fisicos de las MNPs Fe;Os@Fe;0s.

XRD TEM MFM

XRD TEM . SPA
Sample Plant Base particle particle cell cell dor.nam He Ms Wig
extract size (nm) size (nm) parameter parameter size (Oe) (emu/g) Fe304)
A) A) (nm) ¢
A-
N CH3CH2)sNOH 13 133+1.4 8.390 8.374 4.0 8.66 68.16 195.0*
MNPs ¢ (CHCHz)
MCN-PS Canela (C) NaOH 14 14.4+ 1.7 8.366 8.382 5-6 62.81 70.84 335.69
SV- Vainilla
Sintética NaOH 12 14.0+ 3.1 8.365 8.387 2-3 37.54 60.80 78.93
MNPs (SV)
VP- Vainas de
vainilla NaOH 12 10.2+£2.7 8.355 8.372 3.5 13.71 59.45 234.0
MNPs (VP)
*(225)

El espectro de FT-IR (Figura 4.2) muestra los modos vibracionales del enlace Fe-O a
572 em™! caracteristico de la formacion de la fase de magnetita (Fe3O4) (226). La banda ancha
de absorcion a 3400 cm™! se debe a las vibraciones de los enlaces O-H. Los picos asociados
a 1531 cm™, indican que el compuesto quimico se compone grupos hidroxilo simples (fenol).
Las vibraciones de C-H (3000 cm™) se traslapan con las vibraciones de O-H. El grupo de
bandas a bajas frecuencias en el rango de 1536-1060 cm’!, son consistentes con enlaces no
saturados (C=C) de compuestos aromaticos, debido a los grupos fenol o quinonas. Estos
compuestos son los donadores de electrones durante el proceso de biorreduccion (227). Entre
este grupo también se ubican las sefiales de grupos aldehido (C-H torsion) a 1380 cm™'y
4cidos carboxilicos (COO-) a 1460-1265 cm™'. La banda a 1640 cm! est4 asociada a grupos
carbonilo de la base orgdnica empleada para la sintesis quimica (A-MNPs). La oxidacion de
la superficie de las VP-MNPs y SV-MNPs se favorece en las sintesis con los extractos de SV
y VP como se aprecia por la separacion y desplazamiento de 572 a 642 cm™ en VP-MNPs y
696 cm! en SV-MNPs. Mientras que en A-MNPs y C-MNPs permanece a 572 cm™! lo que
significa que el extracto natural de C tuvo un mejor efecto de proteccion contra la oxidacion

de la superficie de las MNPs.
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Figura 4.2. Espectro FT-IR de las MNPs sintetizadas con extractos de C y VP. Las bandas a 1536-1060 cm’!

indican la presencia de compuestos aromaticos en la superficie de las MNPs.

La morfologia y tamaiio de todas las MNPs de Fe3O4@yFe>O3 observadas por TEM
fueron de tipo quasi-esféricas (esferas con bordes irregulares). Para las C-MNPs, SV-MNPs
y VP-MNPs se observo una capa amorfa de un espesor (¢) t =5-9 nm (flechas amarillas en las
figuras 4.3 b-d) correspondientes a los polifenoles de los extractos acuosos vegetales, lo cual
se confirma con lo observado en los espectros de FT-IR (Figura 4.3).

La capa de polimero alrededor de los nucleos magnéticos en las C-MNPs tuvo un
espesor menor (= 3.45 nm) que en VP-MNPs (= 5.98-8.54 nm). La media del tamafio de
cristal se calcul6 a partir del ajuste de los histogramas los cuales fueron 14.39 + 1.7 nm en
C-MNPs (del extracto del canela), 14.01 £ 3.0 nm en SV-MNPs (del extracto sintético de
vainilla) y 10.15 £ 2.7 nm en VP-MNPs (del extracto de vainas de vainilla), todas dentro del
intervalo del tamafio de cristal de la sintesis quimica donde se utilizd hidroxido de
tetraetilamonio (A-MNPs) como agente reductor (Tabla 4.1). La estrecha distribucion de
tamafio de cristalito se obtuvo con el extracto comercial de vainilla, posiblemente debido a
una elevada concentracion de polifenoles sintéticos o aditivos comunmente utilizados en los
productos comerciales de vainilla (204). Esta distribucion de tamafio fue similar a la sintesis

quimica de nanoparticulas (A-MNPs), donde se utilizan compuestos altamente purificados,
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mientras que en los extractos de C y VP se obtuvieron distribuciones mas amplias de tamafo
de cristal. Este efecto puede asociarse a la forma y longitud de las cadenas de las
biomoléculas (polifenoles, azucares reductores, etc.) comunes en los extractos acuosos
(23,228,229). Estas, también permiten la formacion de diversas formas de nanoparticulas
como se ha reportado en otras metodologias de biosintesis que utilizan otros extractos
acuosos (24,172). El poder reductor de la mezcla de polifenoles en los iones de Fe tuvo un
efecto en el pardmetro de red de las MNPs formadas, en comparacion con el parametro de
red de A-MNPS (d = 4.848 A). Asi las distancias interplanares fueron d = 4.792 A en C-
MNPs, d = 4.848 A en SV-MNPs y d = 4.798 A en VP-MNPs, todas asociadas con el plano
(111). Los patrones de difraccion en SAED correspondieron con el analisis en XRD con los
planos (220), (311), (400), (422), (511) y (400) (Figura 4.3). Los polifenoles de origen
sintético del extracto comercial favorecieron el crecimiento de fases cristalinas cercanas a la
estructura de la magnetita; mientras que aquellos de los extractos naturales oxidaron la
superficie produciendo MNPs de magnetita-maghemita, debido a las moléculas de agua

adicionales del extracto.
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Figura 4.3. Micrografias de TEM de las MNPs sintetizadas con (a) hidroxido de tetraetilamonio (b) Extracto
acuoso de C (c) extracto de SV y (d) extracto de VP. En todas las sintesis con extractos las particulas estan
rodeadas de una cubierta organica (flechas, del acercamiento de las imagenes), lo cual disminuye ligeramente
su agregacion. Los patrones de difraccion en SAED corresponden con el analisis en XRD con los planos (220),
(311), (400), (422), (511) y (400). Los histogramas y el tamafio promedio de particula se ajustaron a la funcion

Gaussiana.

Las curvas de histéresis Ms (emu g™!) versus H (Oe) a temperatura ambiente (Figura
4.4) de todas las muestras mostraron un estado superparamagnético de las MNPs, como es

de esperarse para las configuraciones de monodominio en estos rangos de tamafio. Una
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contribucion pequena del campo coercitivo Hc (ver tabla 4.1) se pudo apreciar, y esta puede
originarse a partir de una anisotropia de momento magnético de largo alcance y/o de la

contribucion de particulas de mayores dimensiones dentro de la distribucién de tamafio de

particula.
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Figura 4.4. Curvas de histéresis de las MNPs de Fe;04@Fe>O3; medidas a 300 K. El inserto de la izquierda:

acercamiento del campo coercitivo de cada sintesis.

Los valores de la saturacion de la magnetizacion Ms de las curvas también se aprecian
en la tabla 4.1. Los valores mayores se obtuvieron en la muestra de C-MNPs (extracto de C.
verum, Ms = 70.84 emu g), lo cual es consistente con la observacion de una estructura
cristalina mas ordenada del niicleo magnético observado en las imagenes de HRTEM. En
VP-MNPs (vainas de vainilla), la muestra tuvo el tamafio promedio de particula mas
pequefio, con una saturacion de Ms= 59.45 emu g!, lo cual es muy probable que se relacione
con efectos de superficie. Lo que pudimos apreciar es que, dado que el promedio del tamafio

de particula estd alrededor de 15 nm, es posible que las distintas capas de los diversos
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compuestos fenolicos en las muestras influyan en el ordenamiento de los momentos

magnéticos de yFe2Os.

Estos efectos del recubrimiento por los materiales en el ordenamiento del spin se ha
reportado para diversas MNPs con cubiertas de silice, dextran y almidon. (230) Considerando
todos estos valores la Ms se compard con otros datos reportados de MNPs obtenidas por
biosintesis: Ms = 55.4 emu g™ usando extracto de Mimosa pudica (231); Ms=22.1 emu g’
de Sargassum muticum (232); Ms=13.2 emu g con Passiflora tripartite var. (233); Ms =
37.1 emu g! con brotes de soya (234); Ms= 68 emu g! de Aspergillus niger (235); Ms=15.8
emu g con cascara de platano (236); Ms=13.6 emu g™ Sysygium cumini (237)y Ms=48.77
emu g de la bacteria marina Shewanella sp. (238). De hecho, hasta donde conocemos, las
C-MNPs obtenidas de esta reaccion de un s6lo paso con extracto de Cinnamomun verum

tiene los valores de Ms = 70.84 emu g' mas altos reportados.

Las propiedades magnéticas de las muestras se evaluaron con mediciones en AFM-
MFM para observar en tiempo real la orientacion de los dominios magnéticos de las MNPs
monodominio bajo una sefial magnética AC (Figura 4.5). El promedio de la sefial de los
dominios magnéticos mostro la precesion esperada bajo los campos de AC, lo cual se reflejo
en los perfiles topograficos (Figura 4.5 d), y la naturaleza uniaxial de los dominios
magnéticos cambid de acuerdo a la respuesta en las fuerzas de atraccion o repulsion en las
condiciones de separacion muestra-punta magnética del MFM. Esto puede observarse en los
cambios de distribucion en las MNPs que dependen de la magnetizacion de la punta
(cantilever), reflejando la dependencia de la interaccion de las MNPs en su tamafio y
topografia. Las MNPs de Fe3O4-@y-Fe2O3 monodominio pueden alinearse por un campo

magnético externo y regresar a sus condiciones iniciales.
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Figura 4.5. Dominios magnéticos en VP-MNPs. (a) topografia de las nanoparticulas magnéticas de
Fe3;04@Fe,03; (b) MNPs individuales totalmente saturadas; (¢) dominios magnéticos en la region del niicleo y
su orientacion en respuesta al AC (flechas), e interaccion de las zonas de atraccion (regiones brillantes) o de
repulsion (regiones oscuras); (c) la linea punteada indica la proyeccion de los dominios seleccionados y sus

dimensiones (d) en perfil.

Figura 4.5.1 se muestran las interacciones de los dominios magnéticos y su
orientacion esperada (inserto de la figura 4.5.1) siguiendo el campo magnético. Los perfiles
de los dominios magnéticos mostraron un promedio de tamafio de dominio de 6 nm para las
C-MNPs, y cerca de 3 nm en SV-MNPs y VP-MNPs. Todos los dominios presentaron un
comportamiento uniaxial como se aprecia en las figuras 4.5.1 (a3) y (b3). La topografia
exhibi6é una aglomeracion de las MNPs (figura 4.5a) con una interface entre los dominios
(figuras 4.5.1 a2 y b-3). El campo AC H > 12,000 Oe se aplicd hasta que las MNPs

manifestaron un estado completamente saturado (figura 4.5.2).
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b1

b3

Figura 4.5.1. Imagenes por AFM tapping y MFM de las nanoparticulas magnéticas de FesO4@Fe>O3, muestras
de (a) extracto de vainas de vainilla y (b) canela. Topografia por AFM de la superficie (al y bl), exhibe un
grupo de FesOs@Fe 03 sintetizadas por biorreduccion. En el modo MFM se apreciaron los dominios
magnéticos (a2, b2). En el acercamiento los dominios magnéticos (a3, b3) cambian su respuesta a la
magnetizacion de la punta. Se observa el promedio de las interacciones positivas (zonas brillantes) y negativas
(zonas oscuras) de los espines. Los cambios en la densidad de energia se observan del centro hacia la periferia
(a3). Los dominios magnéticos pueden orientarse por el campo magnético aplicado en un arreglo paralelo (b3).
En ambas muestras la orientacion de la magnetizacién exhibe monodominios magnéticos debido a la reduccion

del tamafo de cristal.
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Figura 4.5.2 Curva de histéresis de VP-MNPs y en los insertos, imagenes de AFM-MFM de la secuencia de
magnetizacion de los dominios magnéticos. Estas imagenes ilustran el comportamiento de los dominios
magnéticos a escala atomica en las MNPs cuando se aplica el AC. Primero en las imagenes de arriba de derecha
a izquierda en el estado saturado de las MNPs, se observa la orientacion uniaxial al aplicar el AC.
Posteriormente a medida que el campo magnético disminuye, también lo hace la respuesta de los dominios
magnéticos. Finalmente, al quitar la magnetizacion no hay respuesta o magnetizacion de los dominios
magnéticos en la superficie de las MNPs y la energia del AC se libera como calor. Finalmente, el campo es

aplicado nuevamente y la respuesta de las MNPs sigue la direccion de la curva de magnetizacioén en un ciclo de

retroalimentacion. Area escaneada 1 pm?.

4.2 Mediciones de la absorcion de potencia.

El estudio sistematico de la dependencia del SPA con el campo aplicado Ho se realiz
para determinar la mayor eficiencia de calentamiento de las MNPs en agua (Tabla 6.1). Los
datos se ajustaron de acuerdo con la dependencia del campo SPA = AHZ, donde 4 es la
constante que depende de la susceptibilidad magnética inicial de las MNPs y 4 es el

parametro que permite estimar la validez de la teoria de la respuesta lineal (110). El mejor
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ajuste produjo valores de A = 2.5 £ 0.5 para SV-MNPs, A = 2.7 + 0.4 para VP-MNPs y 1 =
2.4 + 0.4 para C-MNPs, valores cercanos al esperado A = 2 dentro del rango de validez para
la respuesta lineal (Figura 4.6). Los valores mas elevados de SPA con /=570 kHz y Ho =
23.9 kA m! se encontraron para las C-MNPs (SPA =335.69 W g!), las cuales también tienen
los valores mas altos de Msy Hc (tabla 4.1). Para VP-MNPs, con una distribucion mas amplia
de tamafio de cristal, los valores fueron consistentes con la disminucién del SPA (233.96 W
g™, y los valores mas bajos de SPA fueron observados para SV-MNPs (78.93 W g!). Dado
que el SPA depende de efectos concurrentes de distribucion de tamafio de particula y
anisotropia magnética, es dificil establecer el origen del bajo SPA en SV-MNPs sin un

analisis sistematico de la configuracién magnética en esta muestra.
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Figura 4.6. Dependencia del SPA con el campo magnético aplicado Hy (f'= 570 kHz) para las muestras C-
MNPs, SV-MNPs y VP-MNPs en agua. Las lineas punteadas son el mejor ajuste usando SPA = AH{ para las

tres muestras.

4.3 Experimentos in vitro de toxicidad, internalizacion y poder de
absorcion.

En experimentos previos con MNPs provenientes de sintesis quimicas, se ha incubado

la linea celular BV-2 a concentraciones maximas de 100 pg ml™!, a ésta concentracién las
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células BV-2 tienen su maximo tolerable y su viabilidad celular comienza a disminuir (144).
Considerando estos datos y que nuestras MNPs provenientes de una ruta de sintesis acuosa
con extractos vegetales naturales serian de menor toxicidad, se decidié incubar la misma
linea celular partiendo de esta concentracion. La toxicidad de todas las MNPs en las células
BV-2, se evaluaron a una concentracion de hasta 100 pg ml"! de MNPs, mostrando que atin
a esta concentracion todas las MNPs son marcadamente inocuas para la linea celular, en todos
los casos la viabilidad celular se mantuvo mayor al 94% en comparacion con las células
control (Figura 4.7). Estos resultados sugieren que los fenoles en la superficie de las MNPs
constituyen un camuflaje natural que disminuye la toxicidad en comparacion con las MNPs

de Fe3O4 no recubiertas.
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Figura 4.7 Evaluacion de la toxicidad de las MNPs de Fe3Os@Fe,03 en las células BV-2. Células control (sin
MNPs): barras vacias; extracto de canela C-MNPs (barras rojas); Extracto de vainas de vainilla VP-MNPs

(barras cian). Las mediciones se realizaron por triplicado y las barras de error representan la desviacion estandar.

La internalizacion de ambas C-MNPs y VP-MNPs por las células BV-2 después de
su incubacidon durante toda la noche se cuantificod en funcidon de la concentracion de MNPs

anadidas al medio (Figura 4.8).
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Figura 4.8 Internalizacion celular vs la masa total afiadida de MNPs de Fe3Os@Fe203 (C-
MNPs y VP-MNPs) a las 24 horas de incubacion.

Para ambas C-MNPs y VP-MNPs se encontré un incremento lineal de la
internalizacion de la masa en relacion con la concentracion anadida (Figura 4.8). El resultado
de la internalizacién de MNPs fue sistematicamente mayor para VP-MNPs que C-MNPs. El
ajuste lineal de los datos usando la funcion lineal y = ax + b (con b = 0) produjo valores de
a=0.091ya=0.071 para VP- y C-MNPs, respectivamente. Esta tasa de internalizacion del
9% y 7% reflejan la similitud en sus cubiertas en ambos casos. El mecanismo de interaccion
de las MNPs con la membrana celular puede relacionarse con los componentes principales
en los extractos de cinnamaldehido y vanilina, los cuales afiaden una cubierta con cargas
negativas por la ionizacion de sus grupos carboxilo (COO-) expuestos en VP-MNPs y
parcialmente una superficie hidrofobica en C-MNPs debido a los terpenoides (Figura 29). Su
tamaio de particula y cubierta natural organica aumentan su razon de difusion a través de la
membrana celular con ayuda de los polifenoles y terpenoides que permean facilmente

(239,240).
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Las mediciones por DLS indicaron la formacion de agregados con diametros
hidrodindmicos (dn) de 274 nm (o= 11.7) en VP-MNPs y de aglomerados de dy =828 nm a
1.08 um (¢ =26.9) en C-MNPs. Estos aglomerados pueden ser internalizados por las células
BV-2 ya que muestran un mecanismo de internalizacién activo en MNPs no agregadas y

aglomeradas.

La distribucion intracelular de MNPs se discutird en la seccion de TEM. La figura
4.9a confirmo la formacion de grandes agregados intracelulares. Adicionalmente, pequefios
aglomerados se observaron adosados a la periferia de la membrana celular, lo cual puede
deberse a la activacion de receptores especificos de union a polifenoles (flechas en la figura
4.9b), constituyendo el primer paso para la activacion de la via de endocitosis (130,240). Al
interior de las vesiculas intracelulares se apreciaron algunas MNPs formando un arreglo en
cadenas (Figura 4.9c y d) y no aglomeradas, como se ha reportado que ocurre en MNPs

funcionalizadas por métodos quimicos (124).
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Figura 4.9 De acuerdo a la morfologia caracteristica de las vesiculas intracelulares como son su tamaiio,

ubicacion cercana a la membrana y degradacion parcial de las MNPs, se sugiere la (a) distribucion intracelular
de agregados de VP-MNPs en un fagosoma (p), endosoma (¢) y lisosoma (1) en las células BV-2. (b)
Aglomerados pequeflos de MNPs se observaron adosados a la membrana celular (flechas). (¢c) Amplificacion
de una vesicula intracelular donde las VP-MNPs se disponen formando cadenas y (d) un acercamiento donde

se aprecia su ordenamiento (linea punteada). Nucleo celular (N).
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4.4 Determinacion del SPA en pellets de células BV-2.

Evidencia reciente indica que el medio fisiologico (DMEM, viscosidad de las células)
modifica el diametro de las NPs debido a su interaccion con las proteinas y factores de
crecimiento del medio de cultivo que forman una bio-corona en la superficie de las MNPs.
Estas proteinas adosadas a la superficie incrementan el radio hidrodindmico y cambian las
propiedades mecanicas de las NPs. Para determinar la capacidad de calentamiento de las
MNPs obtenidas con extractos de canela y vainilla dentro del citoplasma, se realizaron
experimentos preliminares en pastillas celulares conteniendo =1.5 x 107 células. La
temperatura obtenida versus los perfiles de calentamiento (Figura 4.10) mostrd que para =
570 kHz y Ho= 23.9 kA m! las células con VP-MNPs la temperatura se incrementd
rapidamente por encima de los valores de hipertermia dentro de los primeros segundos (>43
°C después de 65 s), los cuales proveen de energia calorifica suficiente para realizar los
experimentos finales de hipertermia magnética (MHT). Por otro lado, usando el mismo
numero de células con C-MNPs el umbral de temperatura de hipertermia (43 °C) se alcanzd
después de 430 s, con un valor méximo de 53 °C después de 25 minutos. Esto es consistente
con los valores de SPA obtenidos in vitro con SPA =237 W gl y 118 W g! para VP-MNPs
y C-MNPs, respectivamente. Basdndose en estos resultados las VP-MNPs fueron
seleccionadas como los sistemas mas eficientes para realizar los experimentos de MHT in

vitro que se describiran a continuacion.
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Figura 4.10 Curvas de calentamiento (temperatura vs tiempo) de C-MNPs y VP-MNPs (100 pg/ml) en células
BV-2. Para calcular los valores de SPA se tomaron los valores de la pendiente méaxima AT/At en los primeros

segundos después de aplicado el campo magnético.
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4.5 Hipertermia magnética (MHT) in vitro.

Para realizar los experimentos de MHT la linea celular BV-2 se cultivd hasta
aproximadamente el 80% de confluencia, se adicionaron 100 pg ml' de VP-MNPs y se
incubaron las células por 24 h. Es de notar que el tiempo de incubacion fue menor al Tp =
31.4 h determinado para esta linea celular, ya que este hecho asegura que la concentracion
intracelular no cambiara debido a la duplicacion celular (221). Después de la incubacion, las
pastillas conteniendo 1.8 x 107 células se suspendieron en 150 pl de medio de cultivo
completo. Se selecciond la temperatura blanco en el equipo de hipertermia de T =46 °C y se
mantuvo durante 30 minutos (f= 570 kHz y Ho = 23.9 kA m™") mediante un mecanismo de
retroalimentacion que controla la intensidad del campo magnético. Las condiciones de
control de MHT se establecieron de la siguiente manera: (a) Células BV-2 sin MNPs, (b)
células incubadas sin MNPs y no expuestas al AMF, (c¢) células sin MNPs y tratadas con el

AMF, (d) células incubadas con MNPs y expuestas al AMF por 30 min (Figura4.11 A y B).
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Figura 4.11 (A) Hipertermia magnética en células BV-2. Todos los experimentos se realizaron por triplicado
con VP-MNPs (100 pg ml ) a /=570 kHz, Ho= 23.9 kA m"! y a una temperatura blanco T = 46 °C, 30 minutos.
Las barras de error son la media de la S.D. (B) Esquema del experimento de MHT (a) células control BV-2 (b)
células incubadas con VP-MNPs sin AC (d) células expuestas solo al AC (d) experimento de hipertermia

magnética.
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La viabilidad celular se determin6 inmediatamente después de la aplicacion de AMF
(=5 min) y después de transcurridas 6 h (¢ = 6 h) de la resiembra de las células tratadas. Los
resultados mostraron que la viabilidad celular examinada inmediatamente después de los
experimentos de MHT disminuy6 hasta un 20 % en comparacion con las muestras control.
En las células resembradas, el analisis su viabilidad celular después de 6 h fue aun menor (12
%) reflejando el grado de dafo celular inducido por MHT en procesos como: la division
celular, rutas metabdlicas de los organelos, desnaturalizacion de las proteinas, entre otros
(Figura 4.11A). Esto ultimo también se intuye por las observaciones en las imagenes por
TEM y SEM-FIB (Figuras 4.12, 4.13 y 4.14) y como se ha sefialado es un efecto citotoxico
inducido por el calor generado durante la MHT (94,126,144), como lo indican los estudios
tratados en la seccion 2.3.6. Estos hallazgos concuerdan con resultados recientes (160)
observados en células BV-2 después de ser sometidas a MHT con tiempos de resiembra de 4
horas. Mas atin, se ha sugerido que estos efectos pueden estar relacionados con un efecto de
exposicion no directa (“bystander effect”) donde se produce la muerte celular en las células
vecinas por el calor generado y biomoléculas secretadas al medio de cultivo en respuesta al
estrés celular, que induce la muerte celular por hipertermia magnética en células con MNPs
internalizadas (241). En todos los casos los controles celulares mantuvieron su viabilidad
celular por encima del 98-99%, asegurando que tanto las MNPs o el AMF solos, no tienen

un efecto en la viabilidad celular (Figura 4.11B).

En las células tratadas con MHT y resembradas, se realizo6 la ubicacion y distribucion
al interior de la célula de las MNPs, primero cortando las células in situ en el SEM-FIB y
posteriormente identificando el hierro por EDS-X. El procedimiento desde la seleccion de la
célula, corte in situ e identificacion de los agregados de hierro intracelular (VP-MNPs), se
esquematiza en la Figura 4.12. Es de notar el efecto citotoxico o el dafio intracelular que
ocasiona el tratamiento por MHT (f'= 570 kHz y H¢=23.9 kA m™') es extenso, puesto que
componentes celulares como organelos, presentan discontinuidad en sus membranas (Figuras
4.12¢c, 4.12e-h) con la pérdida de su morfologia. Las membranas plasmaticas presentan
abultamientos, también resultado de la desorganizacion membranalf(Figura 4.12¢, flechas).
El citoplasma se aprecia con escasos organelos y parece coagular (Figura 4.12g). En la Figura

4.13a, se aprecia por SEM-FIB una célula tratada por MHT, donde se ubican grandes
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agregados de MNPs al interior de una estructura que sugiere un fagosoma, una amplificacion
muestra que en éstas vesiculas las MNPs estan parcialmente digeridas formando aglomerados
de 15 a 20 nm, este proceso es favorable ya que disminuye sus interacciones dipolares. Las
figuras 4.13 y 4.14 muestran la secuencia de los experimentos en las células BV-2 tratadas
con MHT. En éstas iméagenes se apreciaron las VP-MNPs al interior de las células, cuyo
contenido de hierro fue la huella quimica para su identificacion mediante el analisis por EDS-
X (figura 4.13d). El efecto citotdoxico producido por el tratamiento con MHT también es
evidente en éstas imagenes y los cambios morfologicos ultraestructurales expuestos, son
consistentes con los reportados en experimentos in vitro donde se ha inducido la hipertermia

magnética (150).

El proceso de los experimentos desde las células control hasta la muerte celular
inducida por MHT se observo en las imagenes obtenidas por TEM (Figura 4.14). La figura
4.14a muestra las células no tratadas con la morfologia normal. En la figura 4.14b, las células
BV-2 fueron incubadas con VP-MNPs y no expuestas al AMF. Las imagenes por TEM
revelaron la formacion de grandes vesiculas cuyas dimensiones sugieren son fagociticas y
agregados de MNPs en el citoplasma con una distribucidon casi homogénea. Las células BV-
2 después del tratamiento por MHT (figuras 4.14c-1), se observaron con MNPs dispuestas en
grandes agregados o cimulos (como en la figura 4.13a) y otras dispersas en el citoplasma
(figuras 4.14 ¢ y f). La figura 4.13b corresponde a imagenes obtenidas por SEM-FIB, donde
los agregados de MNPs (15-25 nm) se ubican dentro de vesiculas probablemente lisosomas,
debido a que se aprecian parcialmente digeridas. Esto disminuye su aglomeracion y en
consecuencia sus interacciones dipolares. En otros agregados de MNPs se observa su transito
hacia el citoplasma y se disponen a lo largo de la membrana celular (flechas en la figura
4.13a) y otras adosadas en la superficie de la c¢lula (Figura 4.13a, flechas) contribuyeron a
la generacion de calor como ocurre en un medio de mayor viscosidad (mediante la fuerza de
torque). El SPA en las pastillas con >1.8 x 107 células tuvieron una eficiencia de
calentamiento de 800 W. Esto resultado de la induccion de la MHT lo que incrementa el
proceso desnaturalizacion en las membranas celulares y organelos como se observé en los
cambios morfologicos ultraestructurales, en multiples células en imagenes por TEM (Figura

4.14b).
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FIB de las células BV-2 tratadas con MHT. (a) Campo con diversas células, (b) amplificacion, (c) topografia

de una célula BV-2, en su superficie se aprecian multiples protuberancias de membrana (flecha), por efecto del
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calentamiento de las MNPs. (d) Corte longitudinal con el haz de iones Ga sobre la célula, (¢) a medida que se
devana la célula con el haz de iones, aparecen distintos organelos celulares asi como las MNPs distribuidas en
cumulos en el citoplasma y por debajo de la membrana celular (recuadros). (f) Amplificacion de los cumulos
de MNPs internalizadas, (g) células donde se aprecia la pérdida de la morfologia interna (**) por efecto del

calor liberado y (h) la amplificacion del dafio celular en las regiones cercanas a las MNPs. (N) nucleo celular.
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Figura 4.13 Imagenes de SEM-FIB de las células BV-2 (a) después de la aplicacion de la MHT a 46°C (=570
kHz, 23.9 kA m™") por 30 min, con VP-MNPs (100 pug ml™"). El nticleo celular (N) es visible. (a) Las flechas
indican MNPs en transito de la membrana celular hacia el interior celular. (b) Amplificacion de un aglomerado
intracelular de MNPs marcado en (c) y su espectro de EDS-X (d) muestra el pico de absorcidn del hierro de las

MNPs.
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4.6 Analisis de los cambios morfoldgicos ultraestructurales del dafio
celular después del tratamiento por MHT.

La ultraestructura de las células BV-2 incubadas con 100 pug ml' de VP-MNPs,
sometidas a = 570 kHz, Ho = 23.9 kA m™!, y posteriormente resembradas por 6 h fueron
analizadas por TEM. Las células control sin MNPs afiadidas mostraron la ultraestructura
normal de las células BV-2 (figura 4.14a). Estas exhibieron numerosas prolongaciones
membranales (filopodios), caracteristica comtin de estas c€lulas macrofagos del sistema
inmune del cerebro. La ultraestructura de los organelos se observo intacta. Su nucleo ocupa
la mayor parte del citoplasma con la cromatina densamente empaquetada (heterocromatina)
rodeando la membrana nuclear interna. La heterocromatina estd conectada con los sitios muy
activos de transcripcion del DNA de menor electrodensidad (eucromatina). La ultraestructura
altamente organizada del nucléolo con morfologia caracteristica se observé como una region
prominente y electrodensa. Las células control donde se adicionaron MNPs y no tratadas con
MHT (figura 4.14b), exhibieron invaginaciones de membrana prominentes resultado del
proceso activo de fagocitosis durante la internalizacion de las MNPs. Estas invaginaciones
en el citoplasma se observaron en posibles lisosomas y grandes vesiculas fagociticas con
numerosas MNPs. El nucléolo celular se aprecié con un tamafio prominente resultado de la
activacion de la maquinaria molecular para la sintesis de biomoléculas y maquinaria
molecular (pre-TrRNAs, subunidades ribosomales) que traducen las enzimas (lisozimas),
proteinas etc., requeridas para la digestion de las MNPs y de las cascadas de sefializacion de

la fagocitosis, endocitosis, etc.

Las células incubadas con MNPs y expuestas al AMF (figuras 4.14c-1) presentaron
extensas areas desnaturalizadas en el citoplasma, en donde se apreciaron organelos con
ultraestructura muy alterada y sus remanentes rodeados por agregados de MNPs. Las células
no presentaron filopodios, debido a la desnaturalizacion de las proteinas del citoesqueleto
durante el calentamiento ocasionado por las MNPs, lo que corresponde a cambios en la
organizacion de éste que alteran la forma de la célula, sus prolongaciones celulares, el aparato
mitotico, etc. La induccion de estos cambios morfoldgicos por efecto citotdoxico de la
hipertermia, han sido demostradas en diversas lineas celulares (160,242,243) como se ha

descrito en la seccion 2.3.6. En algunas células la integridad de la membrana celular se perdio
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cambiando la osmolaridad de la célula, como resultado el aumento en la permeabilidad de la
membrana ocasiono el hinchamiento y formacion de protuberancias de la membrana celular
(flechas en la figura 4.14¢) lo que es consistente con las observaciones por SEM-FIB (Figura
4.12c). Debido a esto las células tienen una apariencia de estallamiento parecido a un proceso
de necrosis, pero sin liberacion de su contenido citoplasmatico al medio extracelular. Dentro

de estas células se observaron cuerpos apoptoticos (recuadros en la figura 4.14c).

En la etapa tardia de apoptosis el ntcleo celular se encoge y finalmente es
fragmentado, llevando a la formacion de ‘“cuerpos apoptdticos” (nucleos picndticos).
Algunos se observaron entre las areas extensamente desnaturalizadas o con escasa
organizacion morfoldgica en sus organelos celulares, en etapas finales de apoptosis (Figura

4.14d), en comparacion con las células control (Figura 4.14a).

Otras células se observaron reducidas en tamafio con citoplasma muy vacuolado,
nucleos pequenos y sin filopodios en la periferia de la membrana celular con la formacion de
fragmentos rodeados por membrana (figura 4.141). Todos estos cambios morfologicos son
consistentes con la muerte celular por apoptosis (244). En otras células se observd la
cromatina altamente condensada y con disminucion del volumen celular, corroborando este

proceso de muerte celular.

En respuesta al aumento de temperatura intracelular se incrementa la sintesis de
proteinas de estrés caldrico (HSP) (151) y la actividad metabolica celular, refiriéndose éste
término al nivel de transcripcion de los genes contenidos en estructuras como el nucléolo y
la cromatina nuclear, lo cual varia respecto a la fase de la célula (por ejemplo, durante la
division celular, la mitosis, en respuesta al estrés, etc.) y se manifiesta morfoldégicamente en

el grado de condensacion del material genético (148).
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Figura 4.14 Imagenes de TEM de las células BV-2. (a) Célula control (b) incubada con 100 ug ml' de VP-
MNPs y (¢)-(i) experimentos con MHT a 46°C, 30 min, /= 570 kHz y 23.9 kA m"'. (h) muestra un acercamiento

para mostrar las MNPs. Nomenclatura: Nucleo celular (N), nucléolo (nu), cromatina (cr), cuerpos apoptédticos
(AB), vacuolas (V). Nanoparticulas magnéticas (MNPs) rodeadas por remanentes de organelos

desnaturalizados. Ver descripcion en el texto.

Estos cambios pueden monitorearse mediante la condensacion y descondensacion de
la cromatina nuclear (recuadro en la figura 4.14¢) asi como en la morfologia nucleolar. En
respuesta al estrés caldrico el nivel constitutivo de transcripcion del genoma disminuye y

como resultado la cromatina se empaqueta en regiones cada vez mas densas (152). El
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nucléolo se vuelve transcripcionalmente activo y aumenta de tamafio debido a la mayor
sintesis de la maquinaria molecular (genes ribosomales pre-rRNA y subunidades del
ribosoma) para la traduccion de las HSP. Este aumento en tamaio (figuras 4.14 e-g) esta

asociado con la muerte celular por hipertermia (152,244).

Dentro de la poblacion celular algunas se apreciaron “no dafadas” (figura 4.14g) o
con escaso dafio en su organizacion celular como se ha descrito previamente, pero una
cuidadosa inspeccion reveld que el nucléolo presentaba una actividad metabolica aumentada
(muy grandes) presumiblemente, por los cambios morfolégicos previamente expuestos. Las
MNPs internalizadas por las células se apreciaron parcialmente digeridas dentro de los
organelos, los cuales también mostraron alteraciones en su ultraestructura. Estas condujeron
posiblemente a una disminucién en la capacidad de las células para restablecer sus funciones
metabolicas y en consecuencia mermaron su supervivencia (figura 4.14f) después del
tratamiento por MHT. (160) El nivel de dafio depende de la distribucién de las MNPs en el
citoplasma y del tamafio de los agregados formados, ya sean pequefios (figura 4.14f) o
aglomerados grandes (figura 4.14g). Aquellos distribuidos extensamente en el citoplasma
mostraron areas de mayor desnaturalizacion, mientras que aquellos agregados en una zona
prominente no ejercieron un dafio intracelular tan extenso, pero se aprecian algunas
caracteristicas morfologicas que indican la estimulacion de muerte celular por apoptosis.
Estos cambios ultraestructurales sugieren que se induce en unas y otras células tanto la

apoptosis y necrosis como mecanismos de muerte celular.

4.7 DISCUSION.

Las sintesis verdes son una alternativa amigable con el ambiente a las sintesis
quimicas, las cuales son escasamente exploradas para las aplicaciones en hipertermia. Se ha
reportado que las nanoparticulas de origen biogénico como las de magnetobacterias. Estas
presentan diversas propiedades muy utiles para las aplicaciones biomédicas, pero su
inmunogenicidad por las proteinas que las recubren durante su formacion en estos
microorganismos, constituyen su mayor desventaja, la cual debe ser superada antes de su

aplicacion segura en humanos (184,245). De la misma forma, los métodos de sintesis basados
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en el empleo de solventes organicos también pueden producir MNPs con excelentes
caracteristicas de calentamiento (94,246). Sin embargo, los productos generados de sus
reacciones quimicas son a menudo toxicos peligrosos; por lo cual se debe tener control sobre

su produccion para evitar el impacto ambiental de estas metodologias.

Aplicando los conceptos de la quimica verde se han tratado de desarrollar
metodologias sustentables, que optimicen el uso de los recursos naturales, a la vez que se
promueva la preservacion del ambiente mediante la disminucién en la produccion de residuos
toxicos. En este sentido, este trabajo aporta el desarrollo una sintesis amigable con el
ambiente, aprovechando las propiedades de productos de valor agregado como la canela y
endémicos de México como la vainilla. Se contribuy6 con la extraccion de sus compuestos
polifendlicos, para la biorreduccion de las sales metélicas para la obtencion de MNPs de
menor toxicidad a los seres vivos y con su potencial aplicacién para el tratamiento de

enfermedades neurodegenerativas y tumorales.

Las nanoparticulas sintetizadas con extractos acuosos de plantas ofrecen una ventaja
experimental para explorar metodologias de obtencion de NPs de menor toxicidad de estos
materiales. Destacan sobre otras por la gran abundancia de biomoléculas que naturaleza
ofrece para que las células lleven a cabo reacciones complejas con un control preciso de

oxidacion-reduccidn.

Entre éstas biomoléculas, los polifenoles se han utilizado para explorar la biosintesis
de nanoparticulas metalicas (Au, Ag, Pt, Fe). Estas han demostrado ser metodologias
simplificadas con un alto rendimiento de nanoparticulas. A la vez que en algunos casos
disminuyen o remplazan el uso de solventes organicos toxicos o agentes reductores
neurotoxicos que asisten durante la formacion de las NPs, y evitan un procesamiento
posterior para su aplicacion biomédica (184,247). En el presente trabajo, se explord ésta
opcidn y se probaron los extractos acuosos de canela (Cinnamomum verum), de vainas de
vainilla (Vanilla planifolia) y un extracto comercial de vainilla de origen sintético para la
sintesis de MNPs. Estos extractos en medio acuoso se utilizaron debido a su alto contenido

en polifenoles como el cinamaldehido y la vanilina, que asisten durante la biorreduccion de
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los iones Fe?"/Fe**, crecimiento y recubrimiento de las MNPs. El recubrimiento con estas
biomoléculas de origen natural afiaden un efecto farmacoldgico favorable debido a las
multiples propiedades reportadas de neuroproteccion, anticancerigenas e inmunoprotectoras
mencionadas que ejercen a distintos niveles moleculares en las células y que pueden actuar

sinérgicamente con las MNPs.

En este caso se sintetizaron usando como disolvente agua desionizada y extractos

acuosos, nanoparticulas con un nucleo de Fe3O4 rodeadas por una capa de y-Fe2Os.

La caracterizacion estructural global por XRD confirm6 la fase obtenida con
pequefios cambios en los parametros de red debido a las vacancias en la superficie de Fe?",
las cuales estan rodeadas por una capa de biomoléculas de naturaleza polifendlica como lo
indicaron los andlisis por FT-IR y las imagenes de TEM. Las determinaciones de los
parametros de red por XRD y TEM y su disminucion, indicaron que este proceso de sintesis
en medio acuoso favorece en parte la oxidacion de la superficie hacia la formacion de
maghemita. Este proceso también se inhibe por los compuestos de naturaleza antioxidante de
los extractos, que ejercen un efecto protector. Lo cual se deduce, puesto que, se mantuvo una
elevada la magnetizacion en las C-MNPs crecidas con extracto de canela. En este tipo de
sintesis, la oxidacion de la superficie puede estar impedida por los compuestos polifendlicos
adsorbidos en la superficie de las MNPs, que aminora la interaccion con las moléculas
oxidantes del aire o agua. Sin embargo, la formacion de la capa de maghemita hacia la
superficie, indica que el proceso no es del todo eficiente, pero esto anade una ventaja para su
aplicacion biomédica ya que se debilita su efecto citotoxico como se ha reportado
ampliamente (223,248). En nuestro caso, esto aunado al recubrimiento con polifenoles
naturales en las C-MNPs y VP-MNPs, permitié obtener un crecimiento en la viabilidad
celular por encima del 90% de la linea celular BV-2, a concentraciones de 100 pg ml™! sin
efectos citotoxicos.

Cabe senalar que los oxidantes leves como pueden ser los acidos organicos presentes
en los extractos, también inducen una oxidacion leve de la superficie, que puede llevar a la
formacion de la capa de maghemita. Existen reportes donde se han utilizado agentes quimicos

oxidantes suaves (calor) y fuertes (HNO3) para inducir la formacion de maghemita en
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nanoparticulas de hierro (magnetita) y asi obtener MNPs ftiles para aplicaciones biomédicas.
Mediante el uso de procesos de oxidacion con acidos fuertes y peligrosos se han reportado
valores de Ms = 54 emu g™ (223). En nuestro caso ésta metodologia amigable con el ambiente
permitio la obtencion, en un solo paso de sintesis de MNPs con superficies oxidadas, por un
proceso natural y eficiente que preserva una buena saturacion de la magnetizacion de Ms =
70.84 emu g! (C-MNPs), Ms=60.80 emu g”! (SV-MNPs)y Ms=59.45 emu g"! (VP-MNPs).
Adicionalmente, la cubierta de polifenoles aisla el nucleo magnético y rezaga la oxidacion
que ocurre naturalmente con el tiempo y aunque la sintesis transcurrié a temperatura a 80 °C,
no se apreci6 una rapida oxidacidon como ocurre en las sintesis quimicas, donde a
temperaturas de 60 °C se ha observado que la Ms disminuye rapidamente por la oxidacién de

la superficie dentro de las primeras 24 h (223).

Los valores de FT-IR a 572 cm™ de las MNPs sintetizadas, estan de acuerdo con los
obtenidos por Herrera-Becerra quienes reportaron una absorcion maxima a 572 y 544 cm’!
para nanoparticulas sintetizadas con acido galico y acido tanico, respectivamente (168). Sin
embargo, no debe olvidarse que otros fitoquimicos en el extracto (por ejemplo, de vainas de
vainilla), estan involucrados durante el proceso de biorreduccién. Reportes de la mezcla
compleja de estos extractos sugieren una composicion elemental de azlcares reductores
como B-D-glucésidos (135). La reduccion parcial de los iones de FeCl; para obtener
nanoparticulas de Fe3O4 se ha reportado usando agentes reductores del extracto de Tridax
procumbens el cual es abundante en carbohidratos (249). En nuestro caso, la rica mezcla del
extracto requiere una caracterizacion mas detallada, para definir con mayor precision los

componentes que participan en el proceso de biorreduccion.

Los tamafios de cristal obtenidos por este método de sintesis se encuentran en el
intervalo de 10-14 nm. Estas nanoparticulas exhibieron una superficie parcialmente oxidada.
Ambas caracteristicas reportadas dentro del tamafio (para la magnetita) como buenos
nanocalentadores en medios liquidos y viscosos (248) y con una superficie oxidada a
maghemita que les confiere mayor estabilidad y alta biocompatibilidad (115) para las
aplicaciones médicas. En nuestro caso el método de sintesis ofrece un tamano de cristal en el

intervalo reportado con buenas caracteristicas de calentamiento (248) y una superficie
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bioactiva para las células. El efecto de la concentracion del extracto en el tamafio, forma final
y estabilidad coloidal de las nanoparticulas ha sido reportado en las sintesis verdes que
emplean agentes biorreductores provenientes de fuentes vegetales (175,184,228). En nuestro
caso una estimacion del contenido de fenoles totales se realizd para ajustar la cantidad de
extracto (5 6 10 ml) adicionada durante la sintesis, que permitiera la obtencidén de
nanoparticulas entre 10-14 nm. Las concentraciones Optimas para el control del tamafio se
encontraron en funcidn de la cantidad de biomasa utilizada para la elaboracion del extracto,
las cuales se ubicaron en un intervalo de (0.5 a 1.7 mg/ml). Sin embargo, no debe olvidarse
que el proceso de oxidacion-reduccion, depende de los potenciales de reduccion (E°) de los
reactivos. En éste contexto, el potencial de reduccion para la solucion de Fe™/Fe*? es de E°
=770 mV (250). En las sintesis asistidas de extractos acuosos con numerosos grupos —OH
etc., el proceso de biorreduccion, sera variable entre especies vegetales, puesto que estos
presentan distintos E°. En nuestro caso, las especies empleadas los extractos de vainas de
vainilla con E® = 670-750 mV asistieron de forma mas eficiente la 6xido-reduccion durante
la formacién de las MNPs, con lo cual el tamafio de cristal fue ligeramente menor que con
los extractos de canela (E° = 588 mV), porque rapidamente se unen estos polifenoles a los
cationes en solucion y se limita el crecimiento de las MNPs. En comparacion con el extracto
de canela que tarda en realizar el proceso de 6xido-reduccion y en consecuencia el tamano
de cristalito es mayor pero con elevada Ms. De éstas biosintesis se puede inferir que los
extractos con E° alejados del E° de F**/Fe** favoreceran la obtencion de nanoparticulas de
mayor Ms que aquellas con potenciales de E° cercanos a la mezcla de cationes de hierro.
Existen numerosos reportes que indican que los compuestos con potenciales de oxidacion
bajos tienen actividad antioxidante, mientras que, aquellos con valores elevados actiian como
pro-oxidantes (134,201,251). Estas observaciones son consistentes con los resultados

obtenidos en el tamafio y Ms de las MNPs sintetizadas con extractos de canela y vainilla.

Los andlisis por VSM de los lazos de histéresis indicaron que las nanoparticulas
sintetizadas estan cerca del régimen superparamagnético. En comparacién con metodologias
similares de sintesis reportadas (231-238) que emplean agentes reductores provenientes de
extractos acuosos vegetales para la obtencion de MNPs. Las NPs obtenidas con

cinnamaldehido mostraron los valores de saturacion mas elevados (70.84 emu g'). Estos
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polifenoles actian como una cubierta efectiva lo que afiade una evidencia de su capacidad
como antioxidante (134). Las observaciones por TEM sugieren que esta cubierta no es tan
gruesa como ocurre con las sintetizadas con el extracto de vainilla, lo cual es consistente con
la disminucion en su valor de saturacion (60 emu g™!). El descenso en la saturacion magnética
en funcién del espesor del recubrimiento orgdnico se ha reportado ampliamente (124). En
nuestro caso, también influencié el comportamiento del coloide como lo mostraron los datos
por DLS, donde se observo la formacion de aglomerados grandes en las C-MNPs (du = 828
nm-1.08 um) versus el diametro hidrodinamico de las V-MNPs (dy = 274 nm). La sintesis de
formas grandes ovoides se observaron por TEM en las NPs obtenidas con el extracto de
canela las cuales también pudieron contribuir al incremento en la Ms (89). Estos polifenoles
de origen natural a bajas concentraciones permiten obtener cubiertas que no disminuyen los
valores de saturacién, como ocurre con polimeros quimicos de cadenas de alto peso

molecular o cubiertas de silice (129).

Las superficies decoradas con polifenoles constituyeron un recubrimiento efectivo
que mejord la biocompatibilidad de las MNPs, como se infiri6 a partir de los ensayos de
citotoxicidad. La distribucion intracelular y algunos agregados de MNPs adosadas a la
membrana celular son consistentes con las distintas etapas del proceso activo de
internalizacion. Es notable que tanto la difusion facilitada y las vias de endocitosis como la
fagocitosis parecen estar activas dado que la fraccion de MNPs en el citoplasma se
encontraron dispersas no rodeadas por membranas como ocurre en el mecanismo por
fagocitosis; mientras que otra fraccién permanecieron como aglomerados dentro de grandes

vesiculas fagociticas, consistentes con un mecanismo de endocitosis (130).

Aunque las distribuciones de tamafo podrian mejorarse para obtener mas control de
los valores de SPA en los coloides, en estos materiales magnéticos la aglomeracion durante
la internalizacion es probablemente el efecto principal a evitar, ya que su formacion puede
influenciar grandemente el SPA mediante las interacciones dipolo-dipolo. Sin embargo,
existe en parte la formacion de estructuras semejantes a cadenas en algunas vesiculas
intracelulares, lo que sugiere que los polifenoles adosados a la superficie de las NPs ofrecen

cierta estabilidad en el medio intracelular y pueden permanecer con cierto grado de
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monodispersidad dentro de las células. Mediante este ordenamiento en cadenas, pueden estar
contribuyendo a un aumento en la anisotropia magnética, lo que mejora la respuesta a la
aplicacion del AC durante la generacion de la MHT (252). El tipo de distribucion intracelular
de estos agregados de MNPs, si es fractal o azarosa y su efecto en el calentamiento aun deben
explorarse para lograr un mejor control en los parametros de sintesis con el uso de fracciones

de mayor pureza de los compuestos del extracto.

Las concentraciones del extracto utilizadas durante la biorreduccion no evitaron del
todo la coalescencia entre MNPs, dado que algunas se apreciaron aglomeradas como se
observé en imagenes por TEM y por mediciones por DLS que mostraron la formacion de
agregados de hasta 1 um. Esto indica que el efecto del pH = 5 de los extractos vegetales, no
favorece completamente la separacion total entre las MNPs, como ocurre con extractos que
utilizan pH = 3.7 que producen NPs altamente estables (253). Sin embargo, su estabilidad

moderada no fue un impedimento para su internalizacion en las células BV-2.

Existe un consenso general que la viscosidad y el medio fisiologico afecta el SPA al
bloquear el mecanismo de relajacion de Brown en las particulas magnéticas (128,254). La
rotacion fisica de las MNPs puede bloquearse, ya sea por aglomeracion o por cambios en el
tamafio de su didmetro hidrodinamico debido a la absorcion de proteinas en su superficie.
Ademas, la magnitud de este bloqueo depende de la anisotropia magnética de las MNPs
(144). La fuerte dependencia del SPA con el tamafio del cristal se ajustd al modelo de la LRT
(Ho < Hy), con Hx = -11 kJ/m? (constante de anisotropia del bulk de Fe;O4). Los mecanismos
de relajacion Néel-Browniana de las MNPs explican las bases fisicas del calentamiento
cuando el medio tiende a una mayor viscosidad (89,123). Al comparar los experimentos con
>1.5 x 10 7 células incubadas con C-MNPs y VP-MNPs y los coloides magnéticos en agua
desionizada, se observo este efecto. En medio liquido (agua desionizada) los valores SPA
fueron elevados para €éstas muestras y en el caso de las C-MNPs al cambiar a un medio de
mayor viscosidad (células), el valor del SPA cae abruptamente de SPA = 335.69 W gl a
SPA = 118 W g'!. El tamafio de cristal (Tabla 1) indica claramente que es éste en parte es el
factor que impide la relajacion por rotacion de las MNPs en el medio intracelular. Mientras

que para las VP-MNPs con tamafios menores este cambio de viscosidad no afecta en la misma
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magnitud y su SPA = 238 W g'! se mantiene elevado (Tabla 1). El aumento rapido de la
eficiencia de calentamiento en los botones celulares in vitro con éstas VP-MNPs, se comporta
como en las MNPs monodominio, que en medios de mayor viscosidad relajan por el
mecanismo de Néel. Este efecto no solo se observo al comparar de un medio liquido al
viscoso, sino también entre las C-MNPs y VP-MNPs en medio viscoso (con células)
corroborando el mecanismo de relajacion y generaciéon de calor intracelular. Esto es

consistente con experimentos reportados utilizando MNPs de sintesis quimicas (248).

Diversos estudios han demostrado que para la generacion eficiente de la MHT es
necesaria la internalizacioén de una cantidad considerable de MNPs, para facilitar este proceso
se recurre a la funcionalizacion de su superficies por métodos quimicos laboriosos y toxicos
(119) que en ocasiones disminuyen la viabilidad celular (160). En nuestro caso, con tasas de
internalizacion del 9% a las 24 h de incubacién a una concentraciéon de 100 pg ml™! de VP-
MNPs, en pastillas celulares con >1.8 x 10 7 células y AC de f= 570 kHz, Ho = 23.9 kAm™,
se obtuvieron valores de SPA = 800 W g™!, donde cabe mencionar se mantuvo la viabilidad
celular del 98-99%. El aumento del valor de SPA con respecto a los experimentos control
previos con >1.5 x 10 7 células con un SPA = 237 W g}, indican que no solo el tamafio y
anisotropia de las MNPs influye en el aumento del SPA, sino que el numero de células es un
factor importante para la elevacion de la temperatura. Asi mismo, su estado metabolico (etapa
del ciclo celular) influye en la tasa de internalizacién de las MNPs, como se ha sefialado en
la seccion 2.3.5. En el caso de éstas MNPs a diferencia de las obtenidas por sintesis quimicas,
¢éstas requieren un mayor numero de células para generar valores cercanos de SPA = 1000 W

gl (f=410 kHz, Ho = 10 kAm™), como los reportados para magnetobacterias (119,245).

El uso de células microgliales para la internalizacion de MNPs, parece una
metodologia prometedora, para direccionar grandes cantidades de material magnético en
sitios especificos y de dificil acceso como tumores profundos (144,161), evitando los
problemas de agregacion y formacion de trombos in vivo por coloides funcionalizados de
MNPs, con la ventaja de calentamiento selectivo en solo en las regiones del tumor o zonas
donde exista una proliferacion excesiva y agregacion de placas f-amiloides que inducen

procesos neurodegenerativos. Los phantoms de células microgliales BV-2 incubadas con
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MNPs de sintesis quimicas han mostrado valores de SPA = 98-279 W/g (f= 560 kHz y Ho
= 23.9 k Am™) (160), por lo cual la sintesis con el extracto de vainilla amigable con el
ambiente reportada en éste trabajo es una opcion prometedora. Aunque cabe sefialar que
debera optimizarse para funcionar éptimamente en campos de aplicacion tolerables para los

humanos (f=100 kHzy Ho=8 a 18 k A m™!) (160,255).

Recientemente, se ha reportado que no Unicamente la cantidad de MNPs
internalizadas, su tamafio, forma y anisotropia magnética son parametros relevantes para
generar eficientemente calor intracelular que inducen la muerte celular por apoptosis. Sino
también la localizacion final de las MNPs en la célula (144,252). Por este motivo, se
estudiaron junto con los cambios morfolégicos ultraestructurales la distribucion y
localizacion de las VP-MNPs en las células BV-2 sometidas a MHT. La distribucion
observada, indic6 la presencia de agregados sobre las membranas celulares, otras ubicadas
en regiones puntuales de la membrana que sugiere se localizan en una region con un sitio
receptor y gran parte en aglomerados en vesiculas de diversos didmetros (fagosomas,
lisosomas, endosomas). Las MNPs dispersas a lo largo del citoplasma, mostraron un dafio
muy extenso parecido a la necrosis, mientras que las agregadas en grandes vesiculas
preservaron la ultraestructura de la célula. Hacia la periferia de éstas células, sus membranas
presentaron una morfologia discontinua, indicativo del inicio de un proceso de muerte celular
por apoptosis. Debido a que la linea entre la clasificacion de los procesos de muerte celular
de apoptosis y necrosis es cada vez mas estrecha, es necesario considerar el tipo de muerte
celular por hipertermia magnética con las caracteristicas que sdlo documentan directamente
el resultado del proceso y hacer referencia para comparar con las caracteristicas sobresaliente
de cada evento. En este caso a diferencia de las sintesis quimicas (93,144), los cambios
morfologicos ultraestructurales indican que el efecto citotoxico de estas VP-MNPs para
inducir la muerte celular, atin no es del todo controlada en la poblacion celular, dado que se
induce tanto apoptosis como necrosis y se requiere evaluar el efecto a una escala mayor con

metodologias como la citometria de flujo.

Estas biomoléculas de origen natural son una alternativa prometedora para explorar

el efecto sinérgico del dafio ocasionado por la hipertermia sugerido en algunos reportes (140).
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La sintesis de las MNPs para hipertermia con cinamaldehido sintético se ha realizado para
mejorar su biodisponibilidad en células de cancer de mama. Mediante ésta conjugacion se
sensibilizan las células para la internalizacion de las nanoparticulas y se induce la muerte
celular por apoptosis (256). En nuestro caso, el uso de la vainilla natural como una molécula
bioactiva para la internalizacion celular de las MNPs hasta donde sabemos no se ha reportado.
En el presente trabajo se explord ésta posibilidad, los resultados sugieren que es viable
utilizarla junto con la MHT para el tratamiento de células reactivas BV-2 y en consecuencia

en procesos malignos o neurodegenerativos.

4.8 CONCLUSIONES.

En este trabajo se explor¢ la sintesis amigable con el ambiente para obtener MNPs
para su aplicacion potencial en generacion de hipertermia. La ventaja principal de este
método es que se pueden obtener MNPs en un solo paso, en medio acuoso con tamafios de
aproximadamente 10-14 nm y superficies estabilizadas debido a la oxidacién parcial de -
Fe>O3 (maghemita). Las C-MNPs sintetizadas mostraron los valores de saturacion mas
grandes reportados hasta el momento dentro de este tipo de sintesis verdes, con la ventaja
adicional de la oxidacion parcial a y-Fe2O3 en su superficie inducida por polifenoles de origen
natural. Ademas, favorecieron la estabilidad de la superficie de las nanoparticulas. Los
valores de SPA in vitro de los coloides magnéticos mostraron una excelente capacidad de
calentamiento en medio acuoso. En las condiciones de cultivo in vitro que simula un modelo
tumoral (pastillas o botones celulares) in vivo, las VP-MNPs presentaron el mejor desempefio
para alcanzar la temperatura de hipertermia de 46 °C, durante los primeros 65s. A la
concentracion de 100 pg ml' de VP-MNPs adicionadas al medio de cultivo, la
internalizacién de las MNPs a las 24 h e incubacién fue favorable, algunas se observaron
adosadas a la superficie celular como distribuidas a lo largo del citoplasma, lo cual junto con
la distribucion de tamafio estrecho y la anisotropia de los cristales, contribuyeron a la
generacion de un SPA eficiente para ocasionar un efecto citotoxico en la linea celular BV-2,
que indujo la muerte celular en un 88% con 30 minutos de aplicacion del AFM. Los dafios
morfoldgicos ultraestructurales sugieren que ambos procesos de muerte celular: apoptosis y

necrosis, pueden desencadenarse por la MHT a 46 °C, /=570 kHz y Ho = 23.9 kA m™!, por
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lo que el proceso no es aun controlable. Por este motivo, es necesario indagar mediante
marcadores moleculares de muerte celular por apoptosis y necrosis, el porcentaje de células
que mueren por estos mecanismos asi como ajustar los campos aplicados y las
concentraciones de las VP-MNPs para controlar la muerte celular con éstas MNPs de una
ruta de sintesis amigable con el ambiente.

Aunque esta sintesis utiliza fuentes naturales como moléculas bioactivas, mejoras en
los materiales de sintesis (por ejemplo: fracciones de extractos acuosos altamente
purificados) pueden facilitar el control de los parametros de la sintesis y por lo tanto, su
desempetio de calentamiento. Estos resultados constituyen un primer paso prometedor para
las metodologias amigables con el ambiente, de bajo costo, que evitan el uso de agentes
oxidantes altamente toxicos e inspirados en los sistemas biologicos. La funcionalizacion de
sus superficies con compuestos polifenolicos con propiedades farmacoldgicas demostradas
para combatir procesos neurodegenerativos y cancerigenos afiaden una gran ventaja a la
bondad de estas sintesis limpias. Las MNPs obtenidas resultan seguras para los seres vivos,

efectivas para aplicaciones biomédicas y de produccion amigable con el medio ambiente.

La nanotecnologia en aplicaciones bioldgicas puede tener un gran impacto en el
futuro, pero se debe tener un gran sentido humano y de ética, para considerar muy bien los
propositos, efectos, toxicidad, contaminacién ambiental, etc. Asi como la unién de los
conceptos de nanotecnologia con la medicina, su regulacion y los aspectos socioecondmicos.
Los resultados de la nanotecnologia para su aplicacion segura en el area médica aiin requieren
de colaboracion, analisis y entendimiento de sus efectos para aproximarse a la fase de pruebas

clinicas.

4.9 PERSPECTIVAS.

Debido a la gran diversidad de biomoléculas del reino vegetal la biosintesis con

extractos vegetales puede explorarse hacia la obtencion de MNPs completamente verdes. Es
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decir, reemplazando en su totalidad las bases orgéanicas toxicas para la reduccion de las sales
de hierro y de esta forma disminuir la toxicidad de las MNPs, asi como, la de los productos
de las reacciones.

A futuro se plantea mejorar el control de la sintesis, mediante el uso de extractos
naturales de mayor pureza mediante el fraccionamiento de sus componentes. El uso de
compuestos de alta pureza de origen natural durante la biorreduccion permitird un mayor
control en la distribucion de tamafios y formas de las MNPs. Esto serd de utilidad para
modificar los pardmetros de aplicacion de campo y frecuencia para optimizar la generacion
de la hipertermia magnética mediante MNPs de origen “natural”. Debido a la disminucién
en la toxicidad de estas MNPs, se plantea estudiar sus efectos a concentraciones mayores a
las generalmente probadas en MNPs provenientes de sintesis quimicas, para examinar sus
efectos durante la internalizacion, mecanismos de muerte celular y generacion de la
hipertermia. Estudiar su estabilidad coloidal en el tiempo es necesaria para optimizar las

soluciones coloidales y llevar su aplicacion in vivo.

Para esclarecer el efecto de la MHT en la induccion de la muerte celular en esta linea
celular. Es necesario realizar un estudio mas detallado mediante técnicas como citometria de
flujo, para determinar el porcentaje dentro de la poblacion celular donde hay induccién de
apoptosis o necrosis, con ayuda de marcadores fluorescentes de los eventos tempranos de
muerte celular por apoptosis (Annexina V-FITC), de etapas tardias (Mitoprobe JC-1, DRAQ-
7, Annexina V-IP) y de la activacion de cascadas de senalizacion (Calceina-Eth-1,
marcadores de caspasas). Asi como, estudiar estos mecanismos en relacion a la concentracion
de MNPs adicionadas al medio de cultivo, su internalizacién y aplicacion de distintos campos
y temperatura en intervalos de 45-46 °C.

Puesto que la MHT es capaz de inducir tanto muerte celular por apoptosis y necrosis,
el efecto de la hipertermia magnética por éstas MNPs en las células BV-2, requiere estudiarse
por metodologias de biologia molecular. Las cuales permitirdn analizar los niveles de
expresion de proteinas en condiciones de estrés caldrico como, la HSP 27 y 70 involucradas
en mecanismos moleculares de supervivencia (termotolerancia) y de estimular eventos letales
pro-apoptoticos. Debido a que recientemente se ha reportado el papel de la termotolerancia

en la induccion de la inmunidad adaptativa y su relacion con los niveles de expresion de las
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HSP, por estas metodologias resultaria interesante explorar, para determinar las dosis

térmicas efectivas que induzcan sé6lo la muerte celular por apoptosis.

Debido a que estas MNPs presentan superficies decoradas con una mezcla de
polifenoles de origen natural, también es necesario indagar las vias de sefializacion
intracelular que intervienen y su posible efecto terapéutico en enfermedades
neurodegenerativas. Estas MNPs pueden funcionar como plataformas de entrega de
compuestos naturales terapéuticos que sinérgicamente incrementen el efecto terapéutico.
Estos polifenoles que permean facilmente la membrana celular, a diferencia de las MNPs
cationicas, tienen la ventaja de disminuir el dafio a ésta, por lo cual, en estudios posteriores
se plantea optimizar su contenido en la superficie de las MNPs, para una internalizacion mas
eficiente. Adicionalmente, para calcular la cantidad de materia organica (polifenoles)
adsorbida en la superficie de las MNPs, serd necesario realizar un analisis termogravimétrico

(TGA), para determinar la estabilidad térmica del material.

Es necesario realizar un estudio mas detallado de la estabilidad a la oxidacion de la
superficie de estas MNPs, por técnicas de espectroscopia como Mdssbauer o XPS, lo que

ayudard a establecer los tiempos 6ptimos para su aplicacion en sistemas vivos.

En resumen, continuar este trabajo indagando la posibilidad de utilizar MNPs
obtenidas con extractos naturales como una alternativa amigable con el ambiente para la
generacion de la hipertermia magnética. Asi como, explorar la posibilidad terapéutica en el
tratamiento local del cancer y en enfermedades neurodegenerativas acoplando otros grupos

funcionales para incrementar su especificidad a los érganos blanco.
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5. ANEXO

Principios basicos de las técnicas de
caracterizacion.

5. ANEXO. Principios basicos de las técnicas de caracterizacion.
Al. UV-Vis (Espectroscopia Ultravioleta)
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Las moléculas pueden absorber distintas longitudes de onda. Si su absorcion se ubica
en la region ultravioleta (200-400 nm 6 50,000-25,000 cm™) visible (400-800 nm 6 25,000-
12,500 cm™) del espectro electromagnético, es posible determinar las longitudes de onda que
son absorbidas por el compuesto con un espectrofotometro UV-Vis. Este instrumento emite
distintas longitudes de onda y mide la absorcion de la luz de la muestra. La cual es colocada
entre la fuente de luz y su detector (Figura Al.1). Una rejilla ayuda a enfocar la luz
monocromatica cuya intensidad (Io) alcanza la muestra. Estd absorbe cierta cantidad de luz
en funcidn de su concentracion y la luz remanente (I), es transmitida a un detector para su
medicion. Mediante la relacion Io/I denominada absorbancia (A), es posible conocer la
concentracion de la muestra. Al graficar la absorbancia vs longitud de onda se obtiene el

espectro de absorcion de un determinado compuesto (257).

Adjustable aperture photoresistor Output
\

Light source /,—”I/ I / ‘
\ -~ CIH—{ > A 0esd
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Amplifier

Monochromator Cuvette

Figura A1.1 Configuracion basica de un espectrofotémetro UV-Vis.

A2. FT-IR (Fourier Infrared Spectroscopy)
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El espectro vibracional de una molécula es una propiedad fisica tnica, la oscilacion
armonica caracteristica de cada molécula tal que su espectro infrarrojo puede emplearse

como su huella digital.

Esto se basa en el hecho que en una molécula los &tomos no ocupan posiciones fijas,
sino que vibran dentro de un espacio determinado. Estos cambios de posicion requieren de
la absorcion de energia (luz infrarroja). Cada modo de vibracion tiene asignada una

frecuencia que corresponde a una banda de absorcion en el infrarrojo (Figura A2.1).

YARY,

Symmetric stretch Assymmetric stretch

Stretching Motions

+ + + -
OK O/Q Cﬁ f O\ /O C\O /O
O O
In-plane rock In-plane scissors Uut—ef—;ane wag Out-of-plane twist

Bending Motions

Figura A2.1 Modos de vibracion de los &tomos de una molécula.

Las caracteristicas estructurales de la molécula y sus grupos funcionales tienen una
absorcion reproducible en el rango de la radiacion infrarroja. Permitiendo determinar si la
estructura de la molécula es lineal, ramificada, presenta insaturaciones, anillos aromaticos,

grupos funcionales, cambios en el estado de oxidacion etc.

A determinada absorcion asignada a un grupo funcional caracteristico, incrementa
proporcionalmente con el nimero de veces que este ocurre dentro de la molécula. Asi las
bandas de energia en las que ocurre la absorcion se utilizan para identificar los distintos
grupos funcionales. Para esto se emplea la frecuencia de vibracion a la que se ubican (o
posicion del pico de energia), el cual se expresa en numero de onda (cm™). El rango de
absorcion estd determinado por la optica del instrumento (basado en el KBr), y generalmente
es de 4000 a 400 cm™!, por lo cual por convencién la region del espectro se anota de izquierda
a derecha. Este grupo de frecuencias puede visualizarse de forma cualitativa (transmitancia)

o cuantitativa (absorbancia). El porcentaje de transmitancia tiene una relacion logaritmica
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(logi0) mientras que la absorbancia refleja la concentracion lineal. El formato mas utilizado
es el de transmitancia ya que provee el mejor rango dindmico para las bandas débiles e
intensas. En este caso los picos maximos en realidad representan un minimo y son el punto

de menor transmitancia para una banda en particular.

La técnica consiste en analizar la radiacion infrarroja que es absorbida al atravesar un
compuesto, tal que el espectro registra la radiacion transmitida. El requisito fundamental para
que se absorba la radiacion infrarroja es que debe existir un cambio en el momento dipolar
de la molécula o grupo funcional durante su vibracion. Dado que se basa en el modelo de un
oscilador armonico. La frecuencia de la fuerza de las vibraciones se obtiene mediante la ley

de Hooke:

Donde v es la frecuencia de vibracion (cm™), u la masa reducida de los atomos (g) y
k la constante de fuerza del enlace. La masa reducida yu = mimy/(mi1+m2), donde mi y m> son
las masas que componen los enlaces quimicos en consideracion. Esta ecuacion une la fuerza
de oscilacion entre los enlaces covalentes de dos 4tomos, su masa y la frecuencia de

vibracion.

El espectro IR proporciona informacion relativa de la sustancia estudiada y la
frecuencia a la que aparecen las bandas es caracteristica de los diversos modos de vibracion
de las moléculas o sus enlaces de la sustancia. Para su interpretacion se deben considerar
aspectos como la forma del pico (ancho, agudo, subdivisiones, etc.), su ubicacion dentro de
las regiones del espectro, y comparar la distribucion de las bandas con espectros patrones

vibracionales del compuesto (258).

Un espectrometro por transformada de Fourier consta de tres elementos basicos:

fuente luminosa, interferdmetro y un detector (Figura A2.2).
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Figura A2.2 Diagrama simplificado de un espectrometro por transformada de Fourier.

En este equipo un haz colimado de la fuente luminosa emite en toda la region del
infrarrojo, e incide sobre un divisor del haz. El haz incidente se divide entonces en dos haces
perpendiculares de igual energia, uno incide sobre el espejo movil y otro sobre el fijo. Los
haces son reflejados por ambos espejos y se combinan al llegar al divisor del haz. Lo que
origina la interferencia, que puede ser constructiva o destructiva (lo que depende de la
posicion del espejo movil con respecto al fijo). El haz resultante pasa a través de la muestra,
donde ocurre la absorcion selectiva de las longitudes de onda por los grupos funcionales del
compuesto y finalmente es transmitida al detector. La intensidad del interferograma obtenido
es calculado con la transformada de Fourier. Entonces se obtiene un espectro con multiples

frecuencias de forma simultanea de alta resolucion (259).

A3. DLS (Dinamic Light Scattering)

La dispersion dindmica de la luz (DLS) es una técnica utilizada para medir el tamafio
de particulas de dimensiones <lum, mediante el analisis de las fluctuaciones de la luz
dispersada dentro de un volumen en la muestra. Permite obtener la distribucion de tamafios
de la muestra (coloides, proteinas, NPs, micelas, etc.), cuyas particulas estan en solucion y
presentan movimiento Browniano por la energia térmica. La muestra es iluminada por un haz
laser y la luz dispersada por las particulas en movimiento es detectada a un angulo 8 (90°)
por un detector ultrarrdpido de fotones (Figura A3.1.a). Debido al movimiento Browniano de

las particulas hay una variacion en el tiempo e intensidad de la dispersion de la luz, el cual
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es medido por el equipo DLS. Las fluctuaciones de intensidad luminosa proveen informacion
del estado de agregacion. Las cuales estan relacionadas al tamano de particula y velocidad
del movimiento Browniano. Entre mas pequeias se mueven con mayor velocidad en el
solvente que las mas grandes. Las particulas mas pequefias y veloces ocasionan un
decaimiento rapido en comparacion con las mas grandes (o agregados) que muestran distintas

intensidades luminosas.
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Figura A3.1. (a) Esquema del equipo DLS. (b) Aplicacion de la funcion de correlacion, permite calcular el
tamafio y distribucion de particula al eliminar el efecto de dispersion multiple. Provee una medicion directa de

los cambios en numero y tamafio de particulas. Es posible diferenciar entre la aglomeracion y sedimentacion.

Las fluctuaciones en la intensidad de la luz se normalizan con la funcion de
correlacion C(t), donde t es el tiempo de rezago (Figura A3.1.b). Su andlisis provee el
coeficiente de difusion (D) de las particulas. El cual esta relacionado con el radio de las

particulas mediante la ecuacion de Stokes-Einstein:
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Donde kg es la constante de Boltzmann, 7 temperatura y n la viscosidad. De acuerdo
a esta ecuacion las velocidades de difusion son inversamente proporcionales al tamafio de las
particulas. La definicion del coeficiente de difusion sirve para obtener el radio hidrodinamico
de la particula (dn). Este coeficiente no solo depende de las dimensiones del nucleo de las
particulas sino también de lo que se ubique en su superficie, por lo cual con esta técnica los

diametros hidrodinamicos obtenidos son generalmente mayores que los medidos por TEM.

El equipo permite determinar la polidispersidad de la muestra, la cual no tiene

unidades y se calcula:
Polidispersidad = %

La intensidad de la dispersion de la luz es proporcional al nimero de particulas (N),
la masa (M) y el didmetro efectivo, se pueden obtener tres distribuciones distintas basandose

en la intensidad, volumen y niumero (Figura A3.2):

Donde el nimero se relaciona con el tamaio de las particulas (su distribucidon en una

poblacion), el volumen con el diametro (d*) y la intensidad es el d°.
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Figura A3.2. Distribucion de una mezcla de particulas de diametros de 5 y 50 nm, en funcién de su ntimero,

volumen e intensidad.
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A4. VSM (Vibrating Sample Magnetometer)

El magnetometro de muestra vibrante es un instrumento que opera de acuerdo a la ley
de induccién electromagnética de Faraday. La cual establece que un cambio en un campo
magnético produce un flujo de corriente eléctrica (voltaje). Este ltimo puede medirse y dar
informacion sobre los cambios en el campo magnético. E1 VSM es utilizado para medir el
comportamiento magnético de los materiales cuantificando la fuerza o direcciéon magnética
de la muestra, cuyo comportamiento queda descrito en su curva de magnetizacion en funcioén

del campo magnético (M vs H), o lazo de histéresis (Figura 7).

El VSM consiste de dos piezas polares electromagnéticas que generan un campo
magnético uniforme. La muestra es colocada al centro de estas piezas y es magnetizada por
el campo formado, lo que ocasiona que la muestra (si es magnética) genere su propio campo
magnético. La muestra oscila en su eje vertical (z) lo que induce una corriente eléctrica en
las bobinas de deteccion (pick up coils) de las piezas polares. El momento magnético de la
muestra es entonces medido al determinar la corriente eléctrica inducida en las bobinas de

deteccion (Figura A4.1).

Pick-Up Coils

Sample rod
Electromagnet
Sample

\
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Figura A4.1 Representacion esquematica de un VSM.

Entre mas intenso sea el campo magnético la magnetizacion de la muestra sera mayor.
Ademas de determinar la magnetizacion también es posible medir la susceptibilidad

magnética, ya que es proporcional al campo magnético aplicado. Los campos aplicados por
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los VSM son generalmente >3.1 T con una amplia capacidad de rangos de temperatura de

medicion (-269 — 1000 °C).

AS. XRD (X-Rays Diffraction)

La difraccion de rayos-X (XRD) es una herramienta muy util para determinar la
cristalinidad, confirmar la fase y medir el tamafio promedio del cristalito de un material. Se
basa en la ley de difraccion de Bragg, la cual describe la condiciéon para que ocurra la

difraccidon en un material cristalino:
Tl/lx = Zd(hkl)sinGB

Donde A, es la longitud de onda del haz de rayos-X (0.5-2.4 A), du) es el espacio
interplanar de la red cristalina, 85 es el angulo del haz con respecto al plano de la red
cristalina o angulo de Bragg, y n es el nimero entero que describe el orden de la difraccion.
Esta ecuacion indica que la difraccion inicamente se produce en aquellos planos que forman
un angulo igual al dangulo de Bragg con el haz incidente (Figura AS.1). Es decir, que cuando
un haz de rayos-X incide con cierto angulo y es difractado por los diversos planos del cristal
y esta difraccion es coherente; estos haces difractados se refuerzan mutuamente para producir

un pico de sefial.

Crystal atoms

d sin(B)

T

Figura AS.1. Ilustracion de la ley de Bragg para la difraccion de rayos-X, generada por los planos cristalinos
de sus espacios interplanares d. Los rayos dispersados estaran completamente en fase si esa diferencia de fase

(1) es igual a un nimero entero (n) de longitudes de onda (A).
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El equipo de difraccion de rayos-X consiste basicamente de una fuente generadora de
rayos-X de alta potencia y un detector. El difractometro de polvo usa un detector de rayos-X
con un contador Geiger o de centelleo. La geometria del difractometro la fuente de rayos-X
monocromatica y el detector se colocan a igual distancia y angulo de la superficie de la

muestra. El angulo 26 se varia de forma continua (Figura A5.2).

Figura A5.2 Esquema de un difractometro de rayos-X.

Los difractogramas obtenidos recogen la informacion de la intensidad de los rayos-X
en funcién del angulo de difraccion para obtener una serie picos. La posiciones o patrones de
cada pico dependen del sistema cristalino (o fase). Las direcciones a las que el haz se difracta
estan en funcion de la forma (sistema cristalino) y tamafio de la celda unidad (parametro de
red). La anchura y forma de los picos resultan de factores del instrumento (divergencia del
haz) y de la microestructura de la muestra (tamafio y tensiones). La disminucion en tamafio
del cristalito ocasiona un ensanchamiento en los picos de difraccion, dado que no hay
suficientes planos para producir la interferencia destructiva completa. Para calcular el tamafio
promedio de cristalito a partir de los picos de difraccion, es mediante la ecuacion de Debye-

Scherrer:

T KA
~ Bcosb

Donde K es e factor de forma (~0.89-1.39), T es el tamafno promedio de cristalito,
Aes la longitud de onda de la fuente de rayos-X (Cukoi = 0.15405 nm), 8 es el angulo de

Bragg, y f es la anchura a media altura (FDWH) del pico en radianes. El refinamiento de la
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estructura se puede realizar por el método de Rietveld en el cual se minimiza la diferencia

entre la intensidad calculada y la medida experimentalmente (260).

A6. AFM-MFM (Atomic Force Microscopy in Magnetic Force Mode)

El microscopio de fuerza atdbmica (AFM), es un instrumento capaz de examinar la
superficie de las muestras tanto en alto vacio como en condiciones ambientales, en tiempo
real con una alta resolucion en escalas de micras a sub-nanométricas. Dado que es una técnica
de caracterizacion muy versatil y 1til, su uso se ha extendido en la nanociencia y

nanotecnologia.

El principio de operacion del AFM, se basa en la interaccion de una fuerza mecanica
de una punta muy fina (montada en un cantiléver) sobre la superficie de una muestra. El nivel
de esta interaccion estd controlada con alta precision, por un sistema que sensa los

desplazamientos de la punta y la muestra.

En este sistema un haz laser incide sobre el cantiléver, el cual es deflectado hacia un
foto detector dividido en cuatro cuadrantes donde cada uno sensa la intensidad de las
deflexiones normales y laterales de la luz. Esta deflexion optica permite medir las
interacciones de fuerza entre la punta y la muestra (Figura A6.1), para determinar la posicién
del cantiléver y por lo tanto de la punta. La informacion es enviada a un controlador, el cual
mediante un sistema de retroalimentacion registra la deflexion del cantiléver y controla el
desplazamiento de la muestra para que la deflexion permanezca constante. El desplazamiento
se controla con exactitud mediante la aplicacion de un voltaje en los cristales piezoeléctricos
0 piezo-escaneres ubicados en el soporte de la muestra y del cantilever, los cuales se
deforman con precision para ajustar los desplazamientos. Esta informacion es procesada por
el sistema electronico para la formacion de la imagen de la superficie. La cual es el resultado
de la deteccion de las fuerzas de la punta sobre los distintos puntos de la superficie de la
muestra. En las imagenes las partes mas elevadas de la topografia generalmente se asignan
con colores brillantes mientras que las zonas de menor intensidad corresponden a regiones

profundas del relieve (261).
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Figura A6.1. Esquema que muestra los componentes del microscopio de fuerza atdmica (la punta, el sistema
optico de deteccion, piezo-escaneres y la electronica para el manejo del escaneo y adquisicion de datos). La
punta es montada en el cantiléver sobre la cual incide un laser, la luz deflectada alcanza el fotodiodo el cual
envia la informacion a un detector y este a un controlador electronico para retroalimentar al escaner (cristales

piezoeléctricos) y ajustar los desplazamientos de la punta o la muestra para mantenerlos constantes.

Los componentes del microscopio se ensamblan sobre soportes que aislan de
vibraciones mecanicas, acusticas, ruido electronico y térmico; para disminuir las

perturbaciones que se incrementan substancialmente a estas escalas de barrido.

El AFM tiene tres modos de operacion principales: modo de contacto, no-contacto y

tapping o intermitente.

En el modo de contacto la punta esta en contacto permanente con la superficie de la
muestra. En el modo de no contacto, la punta se mantiene ligeramente alejada de la superficie
de la muestra durante el barrido. En el modo de tapping el cantiléver toca de forma
intermitente la superficie disminuyendo el dafio por las fuerzas de cizalla y aumentando la
resolucion. Modulando la frecuencia y utilizando puntas ultra-finas de carbon ha sido posible
obtener imagenes de 3-5 A de resolucion e inclusive de planos atomicos observados por

TEM.
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El MFM (magnetic force microscopy) se introdujo poco después del AFM (Martin y
Wickramasinghe, 1987). En esta técnica se utiliza una punta magnética (Co/Cr), adosada a
un cantiléver flexible. La cual se aproxima a la muestra (um a nm) e interactia con las lineas
del campo magnético cercanas a la superficie de la muestra. La fuerza de las interacciones
locales magnetostaticas determinan el movimiento vertical de la punta a medida que esta

escanea la superficie.

Durante las mediciones del MFM, hay dos fuerzas que actian en la punta, las
magnéticas y de Van der Waals. La sefial en MFM contiene ambas la informacion de la
superficie (sefial Topo) y de la superficie magnética (senial MFM) generadas por las fuerzas
de Van der Waals (de corto alcance) y magnéticas (de largo alcance), respectivamente. La
fuerza dominante depende de la distancia entre la punta y la muestra. A medida que se
incrementa la separacion entre la punta y la muestra, los efectos magnéticos se vuelven mas

evidentes y es posible separarlo de la topografia (Figura A6.2).
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Figura A6.2. Modo AFM-MFM, la muestra se escanea dos veces para separar las sefiales. (a) La superficie de

la muestra y las fuerzas de corto (Van der Waals) y largo alcance (magnéticas). (b) En el primer escaneo se
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obtiene la topografia de la superficie. En un segundo escaneo (modo MFM) la distancia se incrementa para
obtener el primer escaneo. (c¢) El tinico cambio que afecta la sefal en la punta es solo la fuerza magnética y

como resultado se obtiene la imagen de fuerza magnética.

En la técnica primero se escanea la superficie de la muestra con una alta resolucion
(modo tapping) donde las fuerzas de Van der Waals son dominantes (Figura A6.2a).
Posteriormente se varia la distancia a una altura constante para colocar la punta en la region
donde la fuerza magnética es dominante y se escanea para obtener la sefial de MFM (Figura

A6.2b) (262).

El MFM puede utilizarse para obtener imagenes de las estructuras de dominios de los
nanomateriales magnéticos, evaluar dispositivos (memorias magnéticas, discos duros, CDs,

peliculas delgadas, etc.) y localizar o mapear los defectos magnéticos.

A7. TEM (Transmission Electron Microscopy)

El microscopio electronico de transmision (TEM) es un instrumento versatil que
permite analizar el tamafio de particula, morfologia, estructura cristalina, caracterizar los

defectos de la muestra etc., a escala nanométrica y atdmica.

El TEM utiliza una fuente termoidnica para generar un haz de electrones (¢)
acelerado (haz primario) que interactua con la materia. El haz es una forma de radiacion
ionizante muy energética capaz de remover ¢ de capas internas de los nticleos atdmicos de
la muestra, para producir una amplia gama de sefales secundarias del espécimen. Estas
sefales de diversas energias, son muy ttiles para el andlisis estructural y composicional. Al
interactuar con la muestra algunos electrones del haz primario son absorbidos en funcion del
espesor y composicion, mientras que otros son dispersados. Esto resulta en una distribucién

de electrones no uniforme que emerge de la muestra (Figura A7.1).
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Figura A7.1. Sefiales generadas por el bombardeo del haz electronico con un espécimen delgado. La mayoria
pueden detectarse en distintos tipos de configuraciones de TEM. Las direcciones de cada sefial no siempre

representan su direccion fisica, pero indican de manera relativa el lugar de mayor intensidad.

Al incidir el haz de e con la muestra ocurren dos tipos de dispersiones elésticas e
inelasticas. Los primeros solo la trayectoria cambia mientras que la energia cinética y
velocidad permanecen constantes. Mientras que, en la dispersion inelastica, solo algunos
electrones incidentes chocaran y desplazaran los electrones de sus orbitas tornando a los
atomos inestables. Estas dispersiones en el modo transmitido llevan informacion de la
estructura interna de la muestra y forman las imagenes en campo claro y oscuro. Los e que
son dispersados en dngulos pequeios forman imagenes de contraste de fases. Si el material
es cristalino los €™ se dispersan en multiples direcciones y producen una imagen de difraccion.
Los electrones secundarios (SE), de baja energia (<50 eV) se generan por la interaccion de
los e del haz primario con los de atomos de la muestra. Los cuales son eyectados mediante
las colisiones elésticas e ineldsticas en la muestra, hasta que escapan a la superficie llevando
informacion del relieve. Los electrones retrodispersados (BSE) también se generan como los
secundarios, pero a diferencia de estos tienen mas energia (>50 e¢V). Los e del haz primario
interaccionan con el nucleo del d&tomo de la muestra sin pérdida de energia. Se dispersan en
angulos grandes y su produccion varia directamente con el nimero atémico. Esto ocasiona
que elementos de mayor niimero atomico produzcan mas BSE y aparecen como zonas
brillantes a diferencia de los elementos de menor numero atdémico. Los rayos-X
caracteristicos se originan por la inestabilidad del 4&tomo ocasionada por la eyeccion de un

electron, que al regresar a su estado basal emite un foton de rayos-X a una longitud de onda
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caracteristica del elemento. Los electrones Auger se generan cuando se ioniza el &tomo por
la absorcion de un foton de rayos-X, electron, i6n o positron. El exceso de energia induce a
la liberacion de un e Auger y fluorescencia secundaria. La informacion que provee es de las
capas mas superficiales de la muestra (20-100 A nm). Su energia cinética permite identificar
los elementos y estado electronico. Los e absorbidos cargan la muestra por lo cual son
dirigidos a tierra para reducir su calentamiento e inestabilidad térmica que interfiere durante

la observacion de la muestra.

Para estudiar cada una de estas sefiales el TEM tiene distintas configuraciones
(detectores, lentes, aperturas, etc.) que se seleccionan para filtrar la informacion proveniente
de la muestra (Figura A7.2 b y ¢). El TEM moderno se compone de un sistema de vacio, la
fuente de electrones (termoiodnica, FEG etc.), lentes electromagnéticas (bobinas de deflexion
y estigmadores), sistema de lentes condensadoras, lente objetiva, sistema de proyeccion,
detectores (pantalla fluorescente, CCD, espectrometros) y sistema de refrigeracion (Figura

AT7.2a).

Condenser
Lenses

Objective Lens

Projector Objective Aperture

Lenses

Viewing
Screen

Bright field image

(a) (b) (c)

Figura A7.2 (a) Componentes de un TEM y su configuracion (b) en modo imagen y (c) difraccion.
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En el TEM la longitud de onda (A) de la radiacion electronica que utiliza esta

1.22
7172 )

relacionada con su voltaje de aceleracion de acuerdo a la ecuacion de Broglie (4 =
donde E es en electron volts (eV). A 100 keV, A = 0.004 nm, lo cual es mucho mas pequefio
que el didmetro de un atomo (H2= 0.01 nm). Los TEM actuales tienen una resolucion de Ae
=2 A y en combinacion con correctores de aberraciones la resolucion de las imagenes pueden
alcanzar 1 A, con estas mejoras es posible obtener imégenes de las columnas atémicas en los
nanomateriales. El sistema de vacio es mantenido por bombas rotatorias, difusoras, i6nicas y
compuertas en distintas regiones de la columna del TEM, para mantener presiones de ~2.5 x
10 Pa, disminuyendo a cero la posibilidad de colisién de un e con una molécula de gas. El
haz de electrones es enfocado por una serie de lentes electromagnéticas que generan campos
magnéticos muy fuertes para este fin. E1 TEM es un microscopio compuesto cuyo arreglo es
similar al de un microscopio de luz que tiene la proyeccion de la imagen invertida. El sistema
de iluminacion es controlado por lentes condensadoras en la parte superior de la columna. La
lente objetiva ubicada a la altura del espécimen forma la imagen y esta es amplificada por
lentes proyectoras en una pantalla fluorescente o detector electronico (camara CCD,
monitor). La manipulacion de este sistema permite la seleccion de los haces o energias
provenientes de la muestra y la técnica de estudio, para la formacion de distintos patrones en

campo claro, obscuro, difraccion, espectros, etc. (Figura A7.2. by ¢) (263).
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AS8. SEM-FIB (Scanning Electron Microscopy-Focused Ion Beam o
Dual Beam)

El microscopio electréonico de barrido (SEM) es un instrumento que focaliza un haz
de electrones en el vacio sobre la superficie de un espécimen escaneandolo. La columna del
SEM consiste de un sistema Optico, de vacio y electronico. Es de menor tamafio ya que solo
tiene tres lentes que enfocan los e del haz. El cual pasa a través de las bobinas de escaneo y
una lente objetiva que deflectan el haz horizontal y verticalmente tal que este escanea linea
por linea la superficie de la muestra. La camara del espécimen es mayor que en el TEM por

lo cual se pueden observar muestras grandes (Figura A8.1).

I_U /] Electron gun

D:D Condenser lens
Magnification Scan
control generator

I Scan coils

D:D Objective lens /Dlsplay
Detectors SE -\
BSE mmm _—

Sample =

Amplifier

Figura A8.1 Esquema de la columna en un SEM: haz de electrones, lentes electromagnéticas, bobinas de

escaneo y detectores.

A medida que los e penetran la superficie de la muestra, se generan numerosas
interacciones lo que resulta en la emision de electrones y fotones como se ilustra en la parte
superior de la Figura A7.1. Estos son colectados por los detectores ubicados con respecto
angulo de emision. Las sefiales mas estudiadas son de SE (topografia), BSE (imagenes de
difraccion o EBSD) y andlisis por rayos-X caracteristicos (EDS o EDX). Por lo cual este
instrumento se emplea generalmente para estudios de la topografia, morfologia y
composicion quimica de la muestra. Para que los e fluyan sobre la superficie de la muestra,

esta se hace conductora mediante una cubierta delgada con metales evaporados (Au, Pt). El
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SEM trabaja a voltajes menores entre 2-50 kV (con una resolucion a 5 kV de ~0.6 nm) dado
que no tiene que atravesar la muestra. El didametro de escaneo del haz de 4 nm-2 um, depende

de la fuente de emision de electrones (W, FEG etc.).

El microscopio de haz de iones enfocados (FIB) o de doble haz (DF-FIB), est4
incorporado a una columna de un SEM, y combina las ventajas de ambos mejorando su
capacidad de desempefio. Este instrumento consiste de un sistema de vacio, una fuente de
iones de un metal liquido (Ga), la columna de iones, columna de electrones, cdmara del
espécimen, platina motorizada, detectores, inyectores de gas y computadora (Figura A8.2a).

SEM column

( a) . L'ui FE-Gun

FIB column Double condenser

>
’>®/I\

Ga-Reservoir //’/( ’

Inlens £sB detector

Beam

Filter grid Bociter

inlens SE detector

Suppressor / / Vs
extractor S/ ; /// \\

Condenser /' /' / P,
Differential Pumping Aperture / / Vi
Beam Defining Apertures _/
Blanker Plates ,/
Octopoles
Objective

Objective

Specimen

(b) (c)

FIB GIS FIB

Eranning
diraction

Sae o Volatile

- 1CHY SERCHE — - ElD’ELT-iBE
L] s

Py

MILLING DEPOSITION

Figura A8.2 (a) Esquema de los componentes de un SEM-FIB. (b) El haz de iones enfocado remueve material
de la muestra (milling) (c) deposicion de material asistida por el haz de iones y gases (GIS) en la superficie del

espécimen (264).
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La fuente de iones provee un haz finamente enfocado (2-5 nm) que hace posible tanto una
alta resolucion lateral como la remocion del material (Figura A8.2b). La platina con
desplazamiento en cinco ejes (X,Y,Z, rotacion e inclinacion) puede moverse facilmente y
permite el deposito a varios angulos del espécimen. La inyeccion de otros gases (W, Pt) junto
con el haz de iones, se utilizan para realizar el deposito especifico (CVD) de metales o
aisladores y para incrementar la capacidad de barrido del haz (Figura A8.2c). Puesto que las
moléculas de gas se adsorben en la superficie y se descomponen al interactuar con el haz de
iones. Este proceso de absorcion y descomposicion repetido resulta en el crecimiento de un

material de la region escaneada.

En el FIB-SEM la columna de iones (Ga) tiene un voltaje de aceleracion de 5-50 keV y se
ubica a un 4ngulo de 52° con respecto a la de electrones del SEM. Tiene dos lentes la
condensadora (forma la sonda) y objetiva (enfoca el haz de iones). Una serie de aperturas
ayudan a disminuir mas el didmetro del haz de iones. Es posible obtener corrientes de unos
cuantos pA a 30 nA. Lentes octupolos son utilizadas para funciones multiples como:
deflectores del haz, alineamiento, y correccion del astigmatismo. Los iones de mayor masa
que los electrones cavan directamente la superficie de la muestra con precision
submicrométrica. Mientras que los electrones secundarios se utilizan para formar la imagen
y realizar los analisis composicionales. Asi al tener un SEM y un haz de iones como parte
del mismo instrumento es posible observar el punto de impacto del haz de iones y controlar

el proceso mediante su observacioén no destructiva.

Mediante el FIB-SEM es posible elaborar peliculas delgadas, remover material de
semiconductores y exponer sus defectos, formar lamelas de diversos materiales para su
estudio en HRTEM, depositar material para ensamblar circuitos, micromaquinas, pulir
puntas del AFM, analizar la composicion quimica de la muestra e inclusive realizar cortes de
estructuras biologicas cavando nanometros de su superficie para ensamblar su estructura 3D,
etc. Los modelos recientes cuentan con la automatizacion para el ensamble de obleas

roboticas funcionando como cuartos limpios (265).
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