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Resumen

La dindmica de nano/microparticulas que fluyen en vénulas depende de interacciones
complejas que son inducidas en gran medida por la presencia de las células sanguineas,
particularmente los globulos rojos y blancos. Los globulos rojos, al ser células altamente
deformables y los que ocupan un mayor volumen en los vasos sanguineos, tienden a migrar
hacia el centro del vaso que en conjunto con las interacciones hidrodindmicas entre dichas
células hace que se genere una capa libre de células cerca de la pared del vaso. Este efecto
induce una migracion lateral de los globulos blancos hacia la pared del vaso, al cual se le conoce
como marginacion. Al fluir cerca de la pared, los leucocitos pueden entrar en una segunda
fase conocida como de rodamiento en la que las células se desplazan mucho méas lentamente
que la velocidad media del flujo y finalmente en una tercera fase de firme adhesion a la pared
endotelial. Estos tltimos efectos alteran el flujo de los glébulos rojos debido a las colisiones
entre globulos rojos y blancos. Estos fenémenos celulares han motivado el estudio del flujo de
nano/microparticulas como posibles vehiculos para una liberacion controlada de farmacos y
como un medio para estudiar los diferentes fenémenos del flujo sanguineo que atin no han sido
completamente caracterizados. Para lograr esto tltimo se ha usado una fuerza adicional sobre
las particulas generada por un campo magnético externo con el fin tener un mejor control sobre
la dindmica de las particulas. En este trabajo se caracteriza el flujo de particulas en vénulas
post-capilares del miusculo creméaster de ratén. Para administrar las particulas se realizd6 una
canulacion a través de la vena yugular usando protocolos previamente establecidos|[18]. Para
este trabajo, se eligieron particulas fluorescentes superparamagnéticas de 0.9 pm con el fin de
atraparlas en la pared endotelial con el uso de un iméan cilindrico. Los resultados sugieren que
las particulas contintan fluyendo a través de los vasos una vez que se retira el imén. Con
las trayectorias individuales de las particulas fue posible determinar que existe una marcada
fluctuacion en la velocidad instantanea de las particulas, que posiblemente se deba a las fuertes
interacciones hidrodinamicas con los glébulos rojos y blancos. En estos experimentos fue posible
observar el proceso de un choque entre un glébulo rojo y un leucocito, lo que ejemplifica la fuerte
influencia que tienen los leucocitos en el flujo sanguineo. Cabe mencionar que la contraccion del

musculo cremaster afecta la apropiada obtencidén de las trayectorias por lo que fue necesario
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realizar una correcciéon tomando en cuenta la trayectoria de particulas pegadas a la pared
endotelial. Con las mediciones del campo magnético a lo largo del eje del iman cilindrico, se
estim6 que la fuerza magnética sobre las particulas empieza a actuar a distancias menores a
2 mm respecto a la base cilindrica. Los resultados indican que la advecciéon es mucho mayor
al efecto de la difusion y de la fuerza gravitatoria. Asi mismo, al comparar la magnitud de la
fuerza magnética con la magnitud de la fuerza de arrastre viscoso que actian en direcciones
opuestas, resulta que la fuerza de arrastre también supera a la fuerza magnética. No obstante,
y de acuerdo con lo observado en la literatura [35], esto no impide que exista un atrapamiento

de las particulas.



Abstract

The dynamic of nano/microparticles, that flow within the venules, depends in complex
interactions majorly induced by the presence of blood cells, particularly white blood cells and
red blood cells. The red blood cells are high deformable cells which occupy the largest volume
in blood vessels, these cells tend to migrate towards the center of the vessel and in conjunction
with the hydrodynamics interactions between cells causes a formation of a cell-free layer near
the vessel wall. This effect induces a lateral migration of white blood cells towards the vessel
wall, this migration is known as margination. When the leukocytes flow near the vessel wall they
could enter a second phase known as Rolling phase in which the cells move significantly slower
than the mean flow velocity and then enter the firm adhesion phase in the endothelial wall. The
second and third phase affects red blood cells flow due to collisions between white and red blood
cells. These cellular phenomena have motivated the study of the flow of nano/microparticles as
possible vehicles for a controlled drug release and as a way of studying the different phenomena
of the blood flow that have not been completely characterized. To achieve the last topic, the
use of an additional force on the particles has been used generated by an external magnetic
field with the purpose of having a better control over the particles’” dynamics. In this work the
particle flow in cremaster post-capillary venules is characterized. For particle administration a
catheterization is done in the jugular vein using previously used protocols [18]. For this work,
superparamagnetic fluorescent particles of 0.9 pm were used to trap them in the endothelial wall
using a cylindrical magnet. Our results suggest that the particles continue their low through
the vessels once the magnet is removed. Thanks to the particles’ individual trajectories, it
was possible to determine the existence of a notable fluctuation in the instantaneous particle
velocity, which is possibly caused by hydrodynamic interactions with the red and white blood
cells. In these experiments it was possible to observe the collision between a red blood cell and
a leukocyte, this sets an example of the strong influence that the leukocytes have in the blood
flow. It is worth of mentioning that the cremaster muscle’s contraction affects the appropriate
obtention of trajectories, so it was necessary to make a correction considering the trajectories
of adhered particles to the endothelial wall. With the measurements of magnetic field along the

cylindrical magnet’s axis, an estimation of the magnetic force over the particles is made and
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we noted that the particles begin their attraction to the magnet at a distance lower than 2
mm. The results indicate that the advection is a lot bigger than diffusion and the gravitational
force. In addition, considering that the magnetic force and the viscous drag force act in oppose
directions, it is noted that the drag force also overcomes the magnetic force. Nevertheless, and

according to the observations in literature[35], this does not prevent particle trapping.
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Introduccion

1.1 Microcirculacion

El sistema circulatorio de un organismo tiene las funciones de suministrar oxigeno a los
diferentes tejidos del organismo, entregar nutrientes(hormonas, electrolitos, etc.) y eliminar
desechos metabolicos. El sistema circulatorio se divide en Pulmonar y Sistémico. La circulacion
pulmonar consiste en el bombeo de la sangre (sin oxigeno) que realiza el corazén hacia los
pulmones, con el propésito de oxigenar la sangre para después regresar al corazéon y pasar a la
circulacion sistémica. La circulacién sistémica inicia cuando la sangre con oxigeno en el corazon
es bombeada a los diferentes tejidos. Esta seccion del sistema circulatorio es la que entrega los
nutrientes y transportan la sangre con oxigeno a las diferentes zonas del organismo. Todo esto

se hace a través de los vasos sanguineos que son los canales por los que fluye la sangre.

Los vasos sanguineos del organismo se clasifican segin su tamano y funcion. Las arterias que
salen del corazon son la aorta y las arterias pulmonares. Estas se denominan elasticas y llevan
la sangre a las arterias de mediano calibre. Las arterias grandes se van bifurcando y asi reducen

su tamano. Las arterias intermedias son también llamadas musculares y tienen la funcion de



2 1.1. Microcirculacién

regular el flujo sanguineo en distintas partes del organismo. Las arteriolas son de menor tamano
y regulan el flujo sanguineo a los capilares. Los capilares son el punto de unién entre los dos
sistemas circulatorios, y en estos se realiza el intercambio de liquidos y nutrientes. Es aqui donde
tiene lugar la microcirculacion. Para el retorno de la sangre al corazon, la sangre que sale de los
capilares pasa a las venas que retornan la sangre al corazon. Al salir de los capilares la sangre
desoxigenada pasa a las vénulas post-capilares que recogen esa sangre que contintia fluyendo

por las venas y regresan la sangre al corazéon para continuar con el ciclo.

Red capilar

Figura 1.1: Ramificaciéon de los vasos sanguineos. Imagen obtenida de la red.

La microcirculacion (transporte de nutrientes y eliminacion de desechos) de cada organismo
estd organizada especificamente para atender sus necesidades. Cada arteria se ramifica de 6 a 8
veces antes de que sean lo suficientemente pequenas para denominarse arteriolas, que, en general,
tienen diametros alrededor de 20-30 um. Entonces, las arteriolas se ramifican entre 2 y 5 veces,
alcanzando didmetros de aproximadamente 4 pum en sus extremos cuando aportan la sangre
a los capilares. Despiies la sangre pasa a las vénulas postcapilares, estas tienen un didmetro
aproximado de 20 pm para despues pasar a las vénas con didmetros de aproximadamente 250

pm [15].
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1.2 Miusculo cremaster, herramienta para la visualizacién
de vasos sanguineos

Un método que ha probado ser eficaz en los estudios de la microcirculacion es la visualizacion
de los vasos sanguineos a través del musculo cremaster|13][14][17][36](38]. El musculo creméster
es un misculo esquelético que cubre el testiculo, que se deriva de los misculos internos del
abdomen (oblicuo y transverso) a medida que los testiculos descienden a través del canal inguinal
y tiene la funcion de brindar soporte y mantener la temperatura de los testiculos de un organismo
mediante la contraccion y relajacion de los mismos. Al ser un misculo esquelético su estructura
molecular estd conformada por los filamentos de actina y miosina que generan la contraccion.
Esta contraccion es debido a que los filamentos de actina son jalados a lo largo de los filamentos

de miosina reduciendo la distancia entre los discos z.

sarcomero 1
filamento de miosina

DEESEREEeGHE T

HgREabe s
EEEEnlead T

disco Z relajacion “ contraccion disco Z

EEE—

filamento de actina

Figura 1.2: Estructura molecular del musculo esquelético. Imagen obtenida del libro de

Neurofisiologia para estudiantes de medicina de la UNAM [16].

El masculo creméster ha sido extensamente usado para estudios de la microvasculatura
debido a su transparencia y conveniencia, ya que es posible observar el flujo de los
diferentes componentes celulares que conforman la sangre tanto en raton|11][13][17][38] como

en ratal4|[14][36].



4 1.3. Materiales con propiedades magnéticas

1.3 Materiales con propiedades magnéticas

Un campo magnético puede ser generado por el paso de corriente a través de un
material conductor o por un imén permanente. Un imén permanente (figura 1.3)posee un
campo magnético que va de su polo norte a su polo sur, generando fuerzas de atracciéon o
repulsion a distintos materiales, con carga opuesta que poseen caracteristicas magnéticas. En
el presente trabajo tinicamente son de interés los materiales con propiedades ferromagnéticas y

paramagnéticas.

Figura 1.3: Representacion del campo magnético de un imén. Imagen obtenida de la red.

Los materiales ferromagnéticos tienen una configuracion de atomos que favorece la
interaccion entre dipolos magnéticos. Estos se alinean paralelamente dentro de dominios
magnéticos orientados aleatoriamente, lo que genera que el material no tenga un campo
magnético en si mismo. Los materiales ferromagnéticos son todos los materiales que, tras
la aplicaciéon de un campo magnético externo, el campo magnético dentro de este es mayor
al aplicado. Esto es debido a su alta permeabilidad magnética que causa que sus dominios
magnéticos se orienten en direccion al campo magnético aplicado, reforzando su intensidad. De
igual manera, al retirar el campo magnético, el campo magnético del material no desaparece
por completo, formando un imén permanente. Algunos de estos materiales son hierro, niquel,

cobalto, acero, etc.
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El superparamagnetismo es una forma de magnetismo que surge en nanoparticulas
ferromagnéticas o ferrimagnéticas que estan constituidas por un solo dominio magnético. El
diametro tipico de las nanoparticulas se encuentra en el rango de 3-50 nm [24], dependiendo del
material. Bajo estas condiciones, el momento magnético de las nanoparticulas esta constituido
por la suma de los momentos magnéticos de todos los atomos que constituyen el dominio
magnético, el cual es conocido como momento magnético gigante. En estos materiales existe
una temperatura de transiciéon conocida como temperatura de Curie. Sin la presencia de
un campo magnético externo, el momento magnético de dichas nanoparticulas es cero. FEn
cambio, a temperaturas por debajo de esta temperatura de transicion es posible magnetizar
a las nanoparticulas tal como ocurre con particulas paramagnéticas con la diferencia que la

susceptibilidad magnética es mucho més grande.

1.3.1 Campo magnético generado por un Iman

Debido a que en este trabajo se utiliza un iman con geometria cilindrica, en esta seccion se
describe la teoria desarrollada por Camacho y Sosa [1]| para el célculo del campo magnético en
dicha geometria. Los autores asumen que la distribucion de los dipolos del imén es continua.
Estos ocupan un volumen “dV” con lo que se tiene un momento dipolar magnético expresado por
dnt = MdV. Ademas, se considera la magnetizaciéon constante y no afectada por otro campo
magnético. También es importante recalcar que siempre se considera la magnetizacion en la
direccion del eje z, ]\7 = M?Z. Todo con el fin de proveer una alternativa para la determinacién
del campo de inducciéon magnético de un iméan.

Es necesario conocer que el potencial escalar magnético es producido por un dipolo magnético

en el origen y esta dado por

1 m-n
47T]?—r|27

donde 7 es el momento dipolar magnético y n el vector unitario en direccion al eje Z. El punto

(1.1)

(I)dipole -

P se encuentra a una distancia z respecto al punto mas cercano al iman de altura L y radio R

(ver figura 1.4).
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b) Eje Z

H
Figura 1.4: a) Esquema de un iman cilindrico de radio R y longitud L. dm representa el momento
dipolar magnético del elemento del volumen dV. Imagen modificada de la referencia [1]. b) Vista

lateral del iman.

De la ecuacion 1.1 y considerando la figura 1.4b, el potencial escalar del elemento de volumen

dV esta dado por

1 cost’
d® ;s = ——dm n. 1.2
Tis A m ( )
Para determinar las contribuciones de los dipolos infinitesimales de todo el imén, el potencial
escalar se integra sobre todo el volumen cilindrico. Tras la integracion y tomando en cuenta la
figura 1.4, |7 — 77] = [p? +(Z - ?)2]1/2, y excluyendo la constante aditiva, el potencial escalar

en el punto P estd dado por

M
(I)a:pis (Z) = _7

(\/z2+R2 —V/(z+L)2+ R? ) (1.3)

Sabiendo que § = po VP, donde p es la permeabilidad en el vacio y definiendo a B, = poM
que es conocido como densidad de flujo residual y que es una medida de la magnitud del campo

magnético del iman, se obtiene
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B, L+ z z
Bl =5 <\/(L—|—z)2 TR V22 +R2> ' (14)

Tras la comparacion entre los calculos y las mediciones del campo de inducciéon magnético

en imanes de Neodimio-Hierro-Boro, Camacho y Sosa concluyen que este método provee una

buena aproximacion del campo magnético con diferentes geometrias (ver las referencias [8] y

[22]).

1.4 Fuerzas dominantes sobre particulas en la

microcirculaciéon

La dinamica de las particulas dentro un vaso sanguineo puede depender de diferentes efectos
tales como el movimiento Browniano, la sedimentacion, la fuerza de arrastre, las colisiones con
lo eritrocitos y leucocitos. Ademas de estos efectos, en este trabajo, las particulas que van
fluyendo dentro de las vénulas se someten a un campo magnético externo. Como se mostraré
méas adelante, las fuerzas dominantes sobre las particulas que se utilizan en este trabajo son la
fuerza de arraste viscoso, las colisiones con los globulos rojos y blancos y la fuerza magnética
generada por un iman. A continuacién se explica como se determinan la fuerza de arrastre y la

fuerza magnética generada por un iméan.

1.4.1 Fuerza de arrastre

La fuerza de arrastre tiene su origen en la fuerza que ejerce un fluido alrededor de una
particula en la direcciéon del flujo y cuya magnitud para una particula esférica esta dada por la

ley de Stokes,

F, = 6mnau, (1.5)
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donde 7 es la viscosidad dinamica del fluido, a es el radio de la particula y u es la velocidad
del fluido. Al coeficiente 67na se le conoce como coeficiente de friccion viscoso. En el caso
de la circulacion sanguinea, el fluido no es Newtoniano. Entonces, con el fin de realizar una
estimacion de la viscosidad del fluido se toma un fluido de ley de potencia, que es una forma
de fluido Newtoniano generalizado (fluido Newtoniano independiente del tiempo) en la cual la
viscosidad estd dada por [32]

n= K4, (1.6)

donde K es el indice de consistencia del fluido, v es la velocidad de corte y n es el indice de
potencia de flujo. El valor de K es indicativo del valor de la viscosidad del medio. Cuando n=1,
el fluido es Newtoniano. Mientras que en el caso de n<1 la viscosidad decrementa si la tasa de
corte aumenta (shear thinning). Si n>1 la viscosidad incrementa con la tasa de corte (shear
thickening). El modelo de adelgazamiento de la tasa de corte (n<1) es utilizado cominmente
para estudios de la sangre[32]. Es importante recalcar que este célculo de la fuerza de arrastre
no toma en cuenta ningun otro factor en los vasos sanguineos. Cabe mencionar que este modelo

de ley de potencia es eficaz cuando la tasa de corte se encuentra en valores intermedios.

En un estudio realizado por Windberger y colaboradores [34], se determin6 la viscosidad
de la sangre entera de distintas especies (incluyendo ratén) a un hematocrito del 40 % con
diferentes tasas de corte. La tasa de corte para un contenedor cilindrico estd definida como
Y = upy/D, siendo u,, la velocidad media de las particulas y D el diametro del vaso. En este
trabajo, para determinar la viscosidad de la sangre en distintos valores se realiza un ajuste por

minimos cuadrados de sus datos utilizando la ecuacion 1.6 (figura 1.5).
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Viscosidad (mPa*s)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 920 100
Tasa de corte (5'1)

Figura 1.5: Ajuste de la ecuacion 1.6 con los datos obtenidos del trabajo de Windberger y
colaboradores (*) [34]. El ajuste provee una K=12.49 (Pa - s™) y n=0.79.

1.4.2 Fuerza magnética

Para determinar la fuerza magnética aplicada a una particula con propiedades magnéticas
tras la aplicacion de un campo magnético externo se sigue el procedimiento de Pengtao Yue y

colaboradores [33| que parte de la fuerza magnética la cual estd dada por

= / uo(3 ) Hav. (L.7)
1%

donde ]\7 es la magnetizacion de la particula, ﬁ es la intensidad del campo magnético
externo aplicado y V el volumen de la particula. Tomando en cuenta que el tamano de las
particulas es muy pequeno en comparacion con las dimensiones del iman, el campo magnético
externo se puede considerar una constante dentro del volumen de las particulas, con lo cual
la magnetizacion esta dada por la formula de Clausius-Mosotti ]\7 = %H}, donde y es la
susceptibilidad magnética del 6xido de hierro (Fe3Oy), que es material del que estan hechas las

particulas. Entonces la ecuacion para la fuerza magnética se reduce a
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P = 3;O+X><V(ﬁ V)H. (1.8)

Asi mismo, si tnicamente se considera la atraccién de una particula magnética a lo largo del
eje z hacia el iman, y tomando en cuenta que § = ,uﬁ, se logra obtener H, con la ecuacion 1.4

como

B L
H == ez . (1.9)
20 \\/(L+2)?2+R* V2+R?

Entonces ﬁ solo tiene componente en z y al desarrollar la ecuacién 1.8 con estas

consideraciones se puede aproximar la magnitud de la fuerza magnética como

Fo(2) = 3 poxV B2 L+z B 2
4B+ x) V(L 22+ R VR TR
1—(L+2)*((L+2)>*+R*)™! N 22+ R -1
(L+2)2+ R? V22 + R2 '

(1.10)

En la tabla 1.1 se muestran las magnitudes de los parametros utilizados. Cabe mencionar
que esta aproximacion de la fuerza magnética no toma en cuenta ninguna otra fuerza que altere

la direccion de las particulas.

Parametro Magnitud

Lo 41 X1077 N/A?
X 0.041 [46]

u 1.30X1076 N/A?
a 4.5X107" m

Tabla 1.1: Tabla de magnitudes de los pardmetros utilizados para determinar la fuerza
magnética. El valor de la susceptibilidad magnética fue determinada a 26.6°C [46]. Los
parametros que no se aprecian en la tabla son dependientes de la distancia entre el iman y

las particulas.
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1.5 Ley de Hagen Poiseuille

La ley de Poiseuille permite determinar el flujo laminar de un fluido incompresible y
Newtoniano (viscosidad constante) a través de un tubo o canal cilindrico de longitud infinita
(ver figura 1.6). Aunque este no es el caso de la circulaciéon de la sangre (fluido adelgazante) en
los vasos sanguineos, nos permite realizar una generalizacion del comportamiento del perfil de

velocidades del flujo sanguineo.

Figura 1.6: Flujo de Poiseuille en 2D.

El flujo es causado por un gradiente de presion 3—5 en el eje horizontal y sabiendo que la

velocidad axial, u,(r), es una funcién de la coordenada radial, r, la ecuacién de continuidad de

simetria axial de un fluido incompresible resulta en

Oy,

=0 (1.11)

Considerando lo anterior, las ecuaciones de Navier-Stokes para un fluido incompresible con

viscosidad constante (Newtoniano) son reducidas a

op ®u, 10u,
or 77{ o2 v or }’ (1.12)
9 _, (1.13)

or
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Como se aprecia en la ecuacion 1.13, la presion es una funciéon tinicamente de x y esto permite

integrar la ecuacion 1.12 para obtener el perfil de velocidad como funciéon de r

2 7d
Uz (r) = 2—77 (d_i> +Cilnr + Oy, (1.14)

donde las constantes C; y C5 son constantes de integracién determinadas por las condiciones
de frontera. El valor de C; debe de ser 0 debido a que la velocidad no puede ser infinita. Por
ende, la condicion sin deslizamiento (no-slip) en la pared de la tuberia requiere que u,(R) = 0,

lo que lleva a

R? (dp
e T (1), e

Considerando que la velocidad méaxima ocurre cuando r=0 y que dicha velocidad es

Umaz = —f—; (Z—i), entonces el perfil de velocidad del flujo de Poiseuille en una tuberia circular

es

Ug (T) = Umaz (1 - (%>2> : (1.16)

donde las presiones p; y ps pueden ser medidas en 2 posiciones diferentes en la direccion del
eje horizontal x para una distancia [, con lo cual se determina j—i = (p1 — p2)/l. En el caso del
flujo sanguineo, el perfil de velocidades obedece a una ecuacion diferente al flujo paraboélico y

se conoce como perfil de ley de potencias [47][51] y sigue la siguiente ecuacion

e (F) = Umas (1 - (%)k) , (1.17)

donde U4, es la velocidad maxima y k es el parametro de modificacion al perfil parabélico,
el cual es mayor a 2. Esto hace que el perfil de velocidades se aplane en comparacion al perfil

parabolico.
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1.6 Antecedentes

En esta seccion se mostraran los estudios realizados tanto de modelado como in vivo que se
han realizado para un mejor entendimiento de la dinamica de particulas utilizando un campo
magnético.

En el 2017 V. Hamdipoor y colaboradores [2| realizaron un estudio de simulaciones
computacionales sobre la dindmica de micro/nanoparticulas con propiedades magnéticas que
fluyen por una red bidimensional de vasos sanguineos y utilizaron un dispositivo haptico basado
en un campo magnético, generado por bobinas de tipo Helmholtz, para dirigir a las particulas
a través de la red vascular. Como se explicd anteriormente, dentro de los vasos sanguineos hay
diversas fuerzas que acttian sobre las particulas. Sin embargo, considerando que estos autores
utilizaron particulas entre 0.4 y 1 pm de didmetro, tinicamente se tomaron en cuenta las fuerzas
dominantes sobre las particulas para simplificar el calculo de las trayectorias y para facilitar el
uso de este dispositivo en tiempo real. Las fuerzas consideradas fueron la fuerza de arrastre
dada por la ley de Stokes y la fuerza magnética. Para simplificar el efecto que tienen los
globulos rojos en la dinamica de las particulas, inicamente se utilizé el perfil de velocidad
de la ley de potencias (Eq. 1.17). Los resultados muestran que el uso del dispositivo haptico y
un ambiente virtual pueden mejorar significativamente el direccionamiento de particulas y por
lo tanto podrian utilizarse para mejorar la focalizaciéon de farmacos en sitios especificos en redes
vasculares complejas.

Un estudio més realista en cuanto a la inclusion de los diferentes fenémenos presentes en el
flujo de particulas en vasos sanguineos es el realizado por I. Rukshin y colaboradores en el 2017
[22]. Estos autores modelan el atrapamiento individual de particulas superparamagnéticas en
un vaso sanguineo hacia una regioén de la pared del vaso que pudiera representar la superficie
de un tumor. Para llevar a cabo este estudio se tom6 en cuenta la fuerza de arrastre viscosa
debido al flujo sanguineo, una fuerza magnética externa que lleva las particulas hacia el tumor,
el movimiento Browniano debido a que el radio de las particulas modeladas es de 100 nm y

finalmente la colision entre particulas y globulos rojos. Esta informacion es incluida en una
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ecuacion diferencial estocastica que contiene un término difusivo que incluye el efecto del
movimiento Browniano de las particulas y un término estocéstico que depende del gradiente de
velocidad local y que representa a las interacciones hidrodindmicas entre particulas y glébulos
rojos. Con esto se determina que la difusion causada por las colisiones entre particulas y
eritrocitos se sobrepone al movimiento Browniano, lo que enfatiza la necesidad de incluir dichas
interacciones y su contribucion a la difusion lateral de las particulas més alla del efecto que
tienen los globulos rojos en modificar la viscosidad de la sangre. Ademas se determiné que entre
menor sea la viscosidad se logra una captura més facil y mas probable, a causa de que se tiene
una menor resistencia.

El estudio del flujo de nano/micro particulas en la microcirculacion y su manipulacion
con campos externos también ha resultado muy beneficioso para el modelado de los efectos
que ocurren en un tejido como consecuencia de una disminucién transitoria o permanente
del flujo sanguineo en una area focalizada de la microvasculatura como lo muestra el trabajo
desarrollado por Jie-Min Jia y colaboradores en el 2016 [8]. Estos autores desarrollaron un
nuevo método para poder estudiar la isquemia cerebral en vasos sanguineos en el cerebro
de un raton y lo denominan SIMPLE, ’Stroke Induced with Magnetic Particles’ (Accidente
cerebrovascular isquémico inducido con particulas magnéticas). Esta técnica implica el uso de
nanoparticulas superparamagnéticas y la formacion de agregados de dichas particulas dentro de
los vasos sanguineos por medio de microimanes de diferentes dimensiones. Esto permite inducir
un accidente cerebrovascular isquémico focalizado en ratones despiertos asi como controlar la
duracion de la oclusion, lo cual lo convierte en un método reversible en la oclusién de vasos en la
microvasculatura. Con esto se logra una nueva forma de imitar un ataque isquémico transitorio
que facilita el estudio del dano causado a diferentes células por la obstrucciéon parcial o total
del flujo sanguineo.

Adicionalmente, en el 2019 Chiu y colaboradores [4] estudiaron las variaciones del flujo
sanguineo en arteriolas del misculo creméster de ratas una vez que se inducen agregados de
nano/microparticulas utilizando un campo magnético externo, y en particular el efecto que tiene

el cubrir nano/microparticulas magnéticas (de 50 y 250nm de didmetro) con Polietilenglicol
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(PEG). Utilizando un método conocido como moteado laser, estos autores observaron cambios
en el flujo sanguineo que ocurren al colocar el imén cerca del miusculo por un periodo de
14 minutos. Es importante denotar que el tamano de las particulas también tiene una fuerte
influencia en la recuperacion del flujo una vez que el iman es retirado. En el caso de las particulas
de 250 nm cubiertas con PEG, el flujo retorna a los valores basales cuando se deja de aplicar
el campo magnético, mientras que en el caso donde se utilizan particulas sin PEG el flujo se
recuperd tunicamente al 70 %. Por otro lado, para las particulas de 50 nm, el flujo se recuper6 en
un 85 % mientras que en el caso donde no se utiliz6 PEG el flujo solo se incrementé ligeramente
debido a que no se formaron agregados de particulas. Cabe mencionar que tras las oclusiones,
tanto con particulas de 50 nm como de 250nm, se aprecian distintas oscilaciones del flujo, las
cuales no son explicadas por los autores de este articulo. Estos resultados implican que el PEG
mejora la captura de las nano/microparticulas magnéticas y reduce el riesgo de oclusion de las
arteriolas por particulas pegadas a la pared endotelial al retirar el iman.

Asi mismo, para estudiar la dindmica de microparticulas en vénulas, es necesario también
considerar el efecto que tienen los globulos blancos en el flujo sanguineo. Los glébulos blancos
llevan a cabo su funcion fisiologica viajando en proximidad a la pared de los vasos debido a un
proceso conocido como marginacion, en el cual los leucocitos migran hacia la pared del vaso
como resultado de las interacciones hidrodindmicas con los globulos rojos[42]. La dinamica de
los eritrocitos es tal que al acercarse a las paredes se induce una fuerza de sustentacion lateral
causada por las interacciones hidrodindmicas con las paredes que impulsa a dichas células hacia
el centro del vaso generandose una zona conocida como capa libre de células rojas. Por otro
lado, las interacciones hidrodindmicas entre eritrocitos en regiones con altas concentraciones
tienden a dirigir transversalmente a dichas células hacia las paredes de los vasos. Esto tltimo
en conjunto con las colisiones entre eritrocitos y leucocitos, la esfericidad de los leucocitos y su
rigidez generan el fendmeno de marginacion de los globulos blancos. Una vez que los leucocitos
se marginan, una fraccion de estas células entran en una segunda fase donde ruedan lentamente
a lo largo del endotelio debido a la activacion de los receptores de quimiocinas que se unen a

los ligandos de quimiocinas presentes en el endotelio. Esto causa cambios de afinidad en las
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integrinas de los leucocitos, lo que une a los leucocitos con la pared endotelial. Esta union
permite que dichas células comiencen a rodar sobre la pared de los vasos buscando un lugar
para transmigrar el endotelio. Por lo tanto, los globulos blancos en la fase de rodamiento y que
se mueven a una velocidad pequena en comparacion con la velocidad del fluido y los leucocitos
en la fase de firma adhesién a la pared representan obstaculos para el flujo de los globulos
rojos en las vénulas[44]. En el 2020, Wang y colaboradores [37] realizaron un estudio donde se
modela el flujo de globulos rojos en condiciones comparables con el flujo sanguineo en vénulas.
Aunque el estudio fue llevado a cabo para determinar el efecto de la presencia de microtrombos
en el flujo de eritrocitos en vasos, las dimensiones de los microtrombos (obstaculos) y ancho del
vaso son comparables respectivamente con las dimensiones de los globulos blancos y el diAmetro
tipico de una vénula. Estos autores realizaron simulaciones computacionales bidimensionales
para determinar el efecto que tienen 2 obstaculos circulares (fijos en las paredes opuestas del
vaso) en la deformacion y velocidades de 2 globulos rojos. Para determinar el papel que juega
el efecto combinado de los 2 obstaculos, la posicién de uno de los obstaculos se coloca a una
distancia axial que va desde 0 hasta 1.5 veces el ancho del vaso respecto al primer obstaculo.
En todos los casos, los 2 eritrocitos parten con la misma orientacion, posicion longitudinal y
distancia respecto al centro del vaso antes de interactuar con los obstaculos. La deformacién de
los eritrocitos es significativamente grande para el caso en que los dos obstaculos se encuentran en
la misma posicion longitudinal debido a que la seccion transversal es significativamente reducida
de tal forma que uno de los eritrocitos pasa antes que el otro. En cambio la deformacion de las
células rojas es maxima en el caso de que uno de los obstaculos se encuentra desplazado una
fraccion de su tamano debido a que las dos células pasan simultidneamente entre los obstaculos
y las paredes del vaso. Cuando la distancia axial entre los obstaculos es varias veces el diAmetro
de los obstéaculos, cada obstaculo contribuye de forma independiente a la deformacion de las
células y dichas deformaciones celulares tienen un valor mas pequeno en comparacion con los
casos anteriores. En cuanto a la velocidad de los eritrocitos, dichas células alcanzan una velocidad
maxima cuando los obstaculos se encuentran en la misma posiciéon lateral. Para el caso donde

los obstaculos no coinciden en su posicion longitudinal, los valores maximos de las velocidades
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de cada célula coinciden con la posicion del obstaculo que le genera la mayor desviaciéon en
la trayectoria, aunque con un valor més pequeno en comparaciéon con el caso donde los 2
obstéaculos se encuentran en la misma posiciéon. Por lo tanto, la presencia de globulos blancos en
las vénulas genera una interaccion entre células que involucra un acoplamiento complejo entre
las deformaciones y velocidades de los eritrocitos, asi como desplazamientos en la direccion

radial de dichas células.

1.7 Planteamiento del problema

Lo expresado en la seccion anterior deja claro que la dindmica de particulas en vasos
sanguineos esta lejos de entenderse completamente, particularmente en vénulas debido al efecto
de los eritrocitos y leucocitos en las fases de rodamiento y de firme adhesi6on a la pared
endotelial. El esfuerzo realizado para entender la dindmica de las nano/micro particulas dentro
del flujo sanguineo es debido a que se considera que las nano/microparticulas pueden ser ttiles
como vehiculos para una liberaciéon controlada de firmacos una vez que se logren adherir a
la pared endotelial en sitios especificos dentro de la red vascular lo cual puede servir para el
tratamiento de infecciones, cdncer, o de desordenes inflamatorios, etc. Una posible via para
lograr esto es a través del efecto de la marginacion que les ocurre a las particulas al fluir dentro
de los vasos sanguineos el cual es similar al efecto de la marginacién experimentada por los
globulos blancos y que se menciond anteriormente. Es decir, la marginacién de particulas se
debe fundamentalmente a las interacciones hidrodindmicas entre las particulas y los globulos
rojos lo que induce una migracion lateral de particulas hacia la capa libre de células que se genera
cerca de la pared endotelial. Sin embargo, este efecto es altamente dependiente del tamano y
forma de las particulas, asi como de su rigidez. Adicionalmente, se ha mostrado recientemente
(2018) con un modelo computacional[48] que el efecto de la marginacion de particulas con
tamano y forma de plaquetas disminuye considerablemente al aumentar el nimero de glébulos
blancos en las fases de rodamiento y de firme adhesion, por lo que este efecto posiblemente no

sea efectivo para el caso de las vénulas. Cabe senalar que para las simulaciones de la referencia
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[48] se consideraron 3 casos con 1, 2 y 3 leucocitos, lo que implica que en un sistema real este
efecto puede ser atin mas importante. Una segunda via para lograr un control sobre la dinamica
de las particulas como se describié en la seccién anterior es a través del uso de un campo
magnético debido a que las nano/micro particulas se pueden atrapar en la pared endotelial para
posteriormente liberarlas al retirar el iman. Asi mismo, para lograr un estudio més detallado
de la dinamica de las particulas es necesario el uso de microparticulas fluorescentes a las que se
les pueda determinar sus trayectorias, asi como de una posible adhesion a la pared endotelial.
Para lograr esto en un modelo in vivo se necesita determinar el campo magnético con el cual se
pueda lograr el atrapamiento y posterior liberacion de las particulas, asi como todos los efectos

que influyen en su dindmica.

1.8 Hipotesis

El atrapamiento y liberacion de particulas magnéticas en la microcirculaciéon con el uso de

un iman permite estudiar detalladamente la dinamica de las particulas en los vasos sanguineos.

1.9 Objetivo general

Caracterizar la dindmica de microparticulas en un sistema in vivo con la aplicaciéon
de un campo magnético externo para fomentar el atrapamiento de microparticulas en la

microcirculacion.

1.9.1 Objetivos especificos

1. Generar un arreglo experimental para la aplicacion de un campo magnético externo

aplicado en la microcirculacién de un modelo in vivo.

2. Determinar los diferentes factores que influyen sobre la dindAmica de microparticulas que

fluyen en vénulas post-capilares con la influencia de un campo magnético externo.



Materiales y métodos

2.1 Cirugia

Se utilizaron ratones de la cepa CD-1 de entre 6 y 8 semanas de vida, los cuales son
posicionados en una base de acrilico (Figura 2.1) para después proceder a hacer la cirugia. Es
importante denotar que todos los procedimientos realizados en el presente trabajo en ratones
se llevaron a cabo de acuerdo a las regulaciones Federales para la Experimentacion Animal y
Cuidado, siguiendo los protocolos éticos de experimentacion animal aprobados por el Comité

de Cuidado de Animales del CINVESTAV-IPN.
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Figura 2.1: Base de Acrilico.

Antes de la cirugia, el raton se anestesia con una solucion de Ketamina/Xilacina (60mg/kg)
que se confirma con la pérdida de reflejos del raton al generar una pequenia presion en la cola
después de un corto periodo de tiempo. El raton se coloca en forma supina en la base de acrilico
(Figura 2.1) y se le fijan sus extremidades a la misma base utilizando cinta, cuidando que el
escroto este sobre la base de polidimetilsiloxano (PDMS). Asi mismo, con la ayuda de un hilo de
sutura se estira la cabeza para fijarla y permitir el acceso al area de interés. La cirugia se divide
en 2 secciones con propositos diferentes que, en conjunto, nos ayudaran a lograr los objetivos

antes planteados.

2.1.1 Cateterizacién de la vena yugular

La cateterizacion de la vena yugular se hace con el fin de introducir las particulas
superparamagnéticas fluorescentes a la circulacion del raton. La cateterizacion se realiza con
base en el articulo de Feng y colaboradores |18]. Se hace un corte vertical a la derecha de la
traquea (teniendo el hocico del ratéon en direccion al cirujano), a la altura de la clavicula. De
ahi se busca la vena yugular, separando el tejido adiposo, como se muestra en la figura 2.2. Con
los hilos de sutura se debe aplicar un poco de tensiéon para evitar un sangrado prominente. Con
pinzas finas se toma una pequena seccion de la vena para después realizar un pequeno corte a
la vena, con el fin de insertar el catéter. Para confirmar que el catéter entr6 en la vena y que no

existe fuga se le inyecta un buffer de fosfato salino. Esta solucién no afecta de ninguna manera
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el organismo, puesto que esta solucion emula el liquido extracelular y mantiene el pH estable.

a
lnsert:lon de canula

canula
h.\ .

Figura 2.2: a) Representacion de la canulacion de la vena yugular. b) Canulacion de la vena

yugular.

2.1.2 Extraccion del musculo cremaster en el testiculo

El misculo cremaster es una capa delgada que el organismo del raton utiliza para dar soporte
y mantener la temperatura de los testiculos. Al ser una capa delgada (aproximadamente 98.5
pm de grosor en ratones [36]) es un excelente medio para visualizar la microcirculacion, en
particular permite visualizar el flujo de glébulos rojos, leucocitos y plaquetas. Se debe extraer
el testiculo del raton jalando el escroto para después proceder a hacer un corte. En dicho corte
y con cuidado, se insertan las tijeras y se busca separar el tejido adiposo del testiculo, ademas
se quita el tejido circundante. Posteriormente, con unas pinzas se debe sujetar un pequeno
segmento del testiculo. Después del paso anterior, se puede observar a una capa delgada y
transparente que envuelve al testiculo. A esa capa delgada se le realiza una pequena incision.
Esta capa delgada es el muasculo cremaster. El corte debe hacerse tan abajo y tan arriba como
se pueda. El corte en direccion hacia abajo permite tener la mayor cantidad de misculo para
trabajar, mientras que el corte hacia arriba permitird extraer el testiculo y el tejido adiposo
y poder extender el musculo. Al testiculo y tejido adiposo que se extrae se le hace un nudo
con un hilo y se corta lo que permite una mayor visualizacién del musculo sin obstrucciones.
Por tltimo, el miisculo creméaster se extiende sobre la base de PDMS y se fija con agujas de

acupuntura de manera que se tenga un mayor espacio para visualizar los vasos sanguineos. Este
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procedimiento se realiza con el cuidado suficiente con el fin de lograr el menor sangrado posible.
Una vez terminada las cirugias, el musculo es irrigado frecuentemente con PBS para mantenerlo
hiimedo y a temperatura normal (37°C). En la figura 2.3a se muestra un esquema del miusculo
cremaster, donde se esquematizan algunos vasos sanguineos y en la figura 2.3b se observa una

imagen del musculo creméster obtenida en este trabajo.

catéter en la
vena yugular V

\ \
Pines PDMS
musculo cremaster

Figura 2.3: a) Esquema de la cirugia completa. b) Visualizacion del musculo cremaster.

2.1.3 Montaje en microscopio

Una vez realizada la cirugia se procede a montar la base de acrilico con el ratéon (como se
muestra en la figura 2.4a) en un microscopio Olympus BX-51. Asi mismo, el flujo de particulas
se observa con el uso de una camara rapida Photron 60K-M1 y una fuente de luz de fluorescencia
Olympus modelo U-LH100HG. Una visualizaciéon con microscopia de campo claro de los vasos

sanguineos se muestra en la figura 2.4b.
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Figura 2.4: a) Montaje del ratéon en el microscopio. b)Imagen tomada de la microcirculacion,
donde i) muestra la direccion del flujo en una vénula, ii) muestra la presencia de globulos blancos,

ili) muestra un globulo rojo fluyendo en un capilar.

2.1.4 Particulas superparamagnéticas fluorescentes

Las particulas superparamagnéticas fluorescentes que se utilizaron en este trabajo son
fabricadas por "Bangs Laboratories, Inc” y tienen una concentracion del 1% (v/v). Estas
particulas cuentan con cristales de 6xido de hierro dispersos en un polimero de poliestireno
y tienen un didmetro medio de 0.9 um que varia entre 0.4 um y 1.2 um. Cabe mencionar que
la distribucién de tamanos obedece a una distribucion Gaussiana. La fluorescencia de este tipo
de particulas se debe a un etiquetado interno que consiste en hinchar microesferas poliméricas
en una solucion organica de tinte/solvente, donde el tinte se difunde en la matriz del polimero
atrapandolo cuando el solvente es removido. Esto tiene distintos beneficios como permitir la
funcionalizacion de las particulas, proteccion contra blanqueamiento, amplio rango de tamanos
( 20 nm - 90 pm). La longitud de onda de excitacion/emision es de 480/520, respectivamente

[30]. Cabe recalcar que estas particulas tienen una densidad en el rango de 1.5-2.1 g/cm?.



24 2.2. Arreglo experimental con el iman

2.2 Arreglo experimental con el iman

El arreglo experimental propuesto para la aplicacion del campo magnético se basa en 2
formas de posicionamiento de un imén cilindrico de 2 mm de longitud por 1 mm de didmetro
(Jiaozuo Zhelin Magnet Co., Ltd). El primer tipo de posicionamiento se llevo a cabo con el uso
de una cuna de PDMS que se coloca sobre el musculo cremaster con el fin de que el eje del
iman cilindrico tenga una inclinacién de aproximadamente 45° a la direccion del flujo del vaso
sanguineo que se va a analizar. También es importante mencionar que el imén y el musculo
estan separados una distancia de 2.4mm aproximadamente. La imagen de la cuna se muestra en
la figura 2.5. Esta cuna se fabricé con PDMS debido a que es un material facilmente manejable,
ligero y biocompatible. Asi mismo, en la figura 2.6 se muestra un esquema del posicionamiento
de la cuna sobre el musculo cremaster. Ahi se observa el distanciamiento aproximado entre el

imén y el musculo antes mencionado.

Musculo
cremaster

Figura 2.6: Esquematizacion del posicionamiento de la cuna sobre el misculo creméster.

El segundo tipo de posicionamiento es con el iman cilindrico puesto de manera vertical
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en contacto con el miusculo cremaster, con el fin de aplicar un campo magnético de mayor
intensidad. En este caso se opta por colocar el iman sobre el miisculo de tal manera que el eje
del iman apunte en la direccién de una arteriola que se encuentra a aproximadamente a 2 mm
de la zona de interés (con vénulas postcapilares). Para estos experimentos se requiere que el
imén se coloque sobre el musculo antes de iniciar la grabaciéon del video y de haber inyectado
las microparticulas. Las particulas se inyectan después de 10-15 segundos de haber iniciado la
grabacion. Posteriormente, se permite que el iman actie sobre las particulas que van fluyendo en
el vaso por 15 segundos, después de lo cual es retirado. Finalmente, se continia con la grabacion
por otros 60-65 segundos adicionales con el fin de observar el flujo de las particulas atrapadas

por el campo.

Zonaa
P 5 analizar

Musculo
—

cremaster

aprox.

a)

Figura 2.7: a) Esquema de una vista lateral del posicionamiento del iman. b) Imagen esquematica
del posicionamiento del iman (disco negro) y zona de interés (cuadrado rojo) sobre el misculo

cremaster.

2.3 Analisis de imagenes y videos

El anélisis de los videos se realiza mediante el procesamiento de las imagenes, que conforman
cada video, con lo cual se determina la dinamica de las particulas al fluir por los vasos sanguineos

(vénulas). Cada imagen contiene una cantidad substancial de informacion, como intensidad de
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brillantez de cada particula en el torrente sanguineo, posiciéon, tamano, etc. Cada pixel en la
imagen posee un nivel de gris lo que permite determinar areas, ubicaciéon de particulas, tamano,
etc. Una imagen representativa de la informacion que cada pixel contiene se aprecia en la figura
2.8. Cada pixel tiene un valor de nivel de gris con valores que van desde 1 hasta 256 unidades,
donde 1 representa el negro y 256 representa el blanco, con lo que se pueden diferenciar diferentes

aspectos de una imagen.
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Figura 2.8: Representacion de la informacion obtenida con los pixeles de una imagen.

Antes de iniciar el analisis, se debe de conocer el tamano de los pixeles que conforman la
imagen en micras. Para obtener este valor, se utilizo una regla micrométrica que contiene franjas
obscuras en un fondo transparente con una separaciéon de 10 um a la cual se le toma una imagen
para medir la distancia entre las franjas en pixeles. Con esto se determind una relacion de 1
pixel = 0.36 pm.

Los videos a analizar se tomaron a 60 cuadros por segundo con una duraciéon de 90 segundos
en cada grabacion, utilizando un objetivo de larga distancia focal de 50X. Cada video tiene una
resolucion de 512 X 512 pixeles los cuales equivalen a un area de 186 X 186 um?. Los videos
se toman en campo de fluorescencia para una Optima visualizaciéon de las particulas que van
fluyendo en los vasos sanguineos.

Para la deteccion de particulas y trayectorias en esos videos se utilizo el algoritmo de

Crocker y Grier [10] con el fin de calcular las posiciones y trayectorias de las particulas en
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la microvasculatura. Este algoritmo consiste en 5 fases para el seguimiento de las trayectorias.

Estas 5 fases son:

1. Restauracion de la imagen. Las imagenes digitalizadas usualmente sufren imperfecciones
como distorsion geométrica o contraste no uniforme. Con el fin de mejorar la imagen se
hace una matriz de convolucién con kernels que resaltan regiones que contengan niveles
de gris que conforman gaussianas de revoluciéon que corresponden a las manchas brillantes

de las particulas mientras que el fondo de la imagen es suavizado.

2. Localizaciéon de particulas. Se toma la seccion mas brillante de la candidata a particula y

se realiza una dilatacion en escala de grises.

3. Refinamiento de estimaciones de ubicacién. Se toma un area alrededor del pixel méas

brillante (se asume que esa region es el centro de la particula).

4. Discriminacion de ruido y seguimiento de profundidad. Se genera una distribucion de
probabilidad que es usada para estimar la posicién en z de las particulas. Esto también

permite la estimacion del error de z en cada cuadro.

5. Ligando ubicaciones para construir las trayectorias. Al encontrar las posiciones de las
particulas en el video, se ligan las ubicaciones de cada imagen con la de las subsecuentes
para generar las trayectorias de las particulas. Para esto se busca la ubicacién méas probable
en 2 imégenes consecutivas. En el caso de que las particulas sean indistinguibles, la
trayectoria se determina con la proximidad entre 2 imégenes. El algoritmo para ligar
trayectorias fue realizado considerando la dindmica de particulas Brownianas que no
interactian entre ellas y que tienen asociado un coeficiente de difusion D. Entonces, la
probabilidad de que una particula Browniana se desplace a una distancia ¢ en el plano

(2D) al tiempo 7 esta dada por

1 52
P(S|r) = 0=\ ~1p- ) (2.1)
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Para que esta fase sea facil de implementar es necesario que los desplazamientos de las
particulas entre 2 cuadros sucesivos del video sea menor a la distancia tipica entre las distintas
particulas, de otra manera se pueden tener errores en la construccion de las trayectorias. Con
todo esto se logra obtener las trayectorias de las particulas y proceder a correlacionarlas con los

vasos sanguineos en imagenes en campo claro (ver figura 2.9).

1«5.8\1‘“

Figura 2.9: Visualizacion representativa de la trayectoria de una particula fluyendo por un vaso

sanguineo. La flecha roja indica la direccion del flujo sanguineo.



Resultados y discusion

3.1 Flujo sanguineo en presencia de glébulos blancos

Antes de presentar los resultados de este trabajo es importante recordar que existen distintas
fuerzas en la microcirculacion que determinan la dindmica de las particulas, explicadas en la
seccidon 1.4. Otro factor que genera cambios en las trayectorias de las particulas son los globulos
blancos (leucocitos) que fluyen en los vasos sanguineos, en particular los que se encuentran
en la fase de rodamiento y de firme adhesion al endotelio. Los leucocitos que rodean la pared
endotelial también interactian con los eritrocitos y con nano/microparticulas que pudieran fluir
en los vasos sanguineos, algunas de las cuales ya se han estudiado con el uso de simulaciones en
2-D. Vijay Pappu y Prosenjit Bagchi [43| observaron que las interacciones hidrodindmicas entre
leucocito y eritrocito son dependendientes de si el leucocito se encuentra adherido a la pared
del canal, y de ser asi, los eritrocitos no tienen dificultad al rodearlo. Asi mismo, Migliorini y
colaboradores [45] determinan que la colision de los eritrocitos con los leucocitos, que ruedan
sobre las paredes del canal, causa un cambio brusco en la trayectoria del eritrocito con el fin de

rodear al leucocito, asi como un aumento notable en la fuerza (aplicada en el eje en direccion

29
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al flujo) y en el torque. También concluyen que la colision tiende a favorecer la adhesion de los

leucocitos, que resulta de la aplicacion de una fuerza dirigida en direccién a la pared del vaso.

Para mostrar las fuertes interacciones entre eritrocitos y leucocitos en la fase de rodamiento,
en el presente trabajo se muestra la colision entre dichas células en una vénula post-capilar
de aproximadamente 30.7 um (figura 3.1), esto se muestra en la figura 3.1. Las iméagenes se
obtuvieron aproximadamente 90 minutos después del inicio de la cateterizacion de la vena
yugular. En la figura 3.1a se muestra el inicio de la colisién y se observa la morfologia tanto del
eritrocito como del leucocito. Asi mismo, en la figura 3.1b se observa el eritrocito rodeando el
leucocito para continuar su camino en la circulacion, este evento ocurre en 0.21 s tras la colision.
En la figura se visualizan 5 leucocitos enfocados de los cuales, con base en su desplazamiento,
se obtiene una velocidad promedio de 0.04 +0.02 pm/s. Considerando que la velocidad de
flujo promedio en este caso es de 154.9 pum/s (obtenido mediante la reconstruccion de las
trayectorias de las particulas y promediando sus velocidades), la velocidad de los leucocitos
resulta ser despreciable, lo que los convierte temporalmente en obstaculos para el flujo de los

globulos rojos al modificar significativamente su dindmica como lo muestra la figura 3.1.
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Figura 3.1: a) Colision de un globulo rojo (RBC) con un leucocito (WBC) fijo en la pared de una
vénula post-capilar. La flecha indica la direccién del flujo. Asi mismo, se muestran 2 recuadros
destacando la diferencia en la morfologia de las 2 células. b) Desplazamiento del glébulo rojo
después de 0.21 s de la colision. La flecha roja indica el giro del glébulo rojo para rodear al

leucocito y continuar fluyendo. Los circulos azules sefialan a leucocitos rodando en el vaso.

3.2 Analisis del movimiento del musculo

El uso del miisculo creméaster para el estudio de la dindmica de particulas dentro del flujo
sanguineo cuenta con la problematica de que dicho misculo presenta un patron de movimiento
aparentemente ciclico debido a la contracciéon y relajacion. Para calcular correctamente las
trayectorias de las particulas es necesario conocer dicho patréon de movimiento. En este trabajo
se hace uso de las particulas que se pegan a la pared de los vasos como se muestra en la Figura

3.2. Cabe mencionar que las particulas se encuentran adheridas a la pared del vaso durante
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todo el tiempo de grabacion del video. En la Figura 3.2a se muestra una particula fluorescente
marcada con un circulo rojo y el area en la que esta se desplaza (rectangulo azul). Cabe senalar
que esta imagen se obtuvo al superponer la regiéon donde se localiza la particula sobre una
imagen de campo claro con el fin de resaltar tnicamente la posiciéon de dicha particula en el
vaso. La componente X y Y de la trayectoria de dicha particula se muestra en las Figuras
3.2b y 3.2c. Como se puede observar, la trayectoria es ciclica con periodos de movimiento y de
reposo, lo cual representa adecuadamente el movimiento horizontal del misculo en el pedestal
de PDMS. En estos trazos se observa que también existen pequefias variaciones en las posiciones
en X y Y cuando el masculo se encuentra en reposo. Estos pequenos desplazamientos pudieran
ser causados por colisiones con los eritrocitos y leucocitos presentes en la circulacién, donde
la amplitud de dichos desplazamientos no superan las 1.33 pm en X y 0.4 pm en Y. Esto
desplazamientos son despreciables si se considera que la velocidad media del flujo en este es de

126.4 pm/s.

Ahora, aplicando la Transformada rapida de Fourier logramos obtener el espectro de frecuencia
de las componentes X y Y de la trayectoria del musculo, logrando obtener graficas como las de
la figura 3.3. Recordando que los videos han sido obtenidos a 60 cuadros por segundo, entonces,
la figura 3.3 muestra que el maximo ocurre a una frecuencia de 1.9 Hz. Con esto se muestra que
existe cierta periodicidad en la contracciéon y relajacion del musculo creméster. Es importante
recalcar que, en este caso, aproximadamente 60 % del tiempo del video el musculo se encuentra

en reposo.
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Figura 3.2: a) Particula adherida a la pared vaso sanguineo (circulo rojo) y la region del

desplazamiento de dicha particula (rectangulo azul). Componentes X (b) y Y (c) de la trayectoria

de una particula fluorescente adherida a la pared endotelial de una vénula. El didmetro del vaso
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Con el fin de determinar si diferentes regiones del miisculo se desplazan con la misma
frecuencia, se calculd la trayectoria de dos particulas pegadas a la pared endotelial, las cuales
estdn marcadas con circulos rojos en la Figura 3.5. Cabe senalar que en la Figura 3.5 se
superpusieron las regiones donde se encuentran las particulas pegadas a la pared endotelial
tomadas con microscopia de fluorescencia en una imagen de campo claro. En la figura 3.5 se
muestran los trazos de las componentes X de las trayectorias de las dos particulas. En el caso
de la particula de la derecha (particula 1), parte de su trayectoria se sale del borde de la
imagen por lo que cuando no se observa, se asume que la particula se localiza en una posiciéon
justamente en el borde de la imagen y que corresponde a las regiones planas en el trazo de
la componente X de la trayectoria de dicha particula. Como se puede observar, a pesar de
localizarse a una distancia aproximada de 132.8 pm el movimiento de ambas particulas esta
sincronizado. Esto sugiere que existe una sintonfa en el movimiento de contraccion y relajacion
de las dos regiones del musculo. Esta misma caracteristica se puede apreciar en el espectro de
frecuencia del desplazamiento de ambas particulas (Figura 3.6). Aqui se puede observar que la
frecuencia en que ocurre la contraccion es bastante similar en ambas particulas. Es importante
mencionar que, en este experimento, los desplazamientos de las particulas cuando el misculo

estd en reposo no superan 0.9 pmen X y 1.6 pm en Y.

Figura 3.4: Posicion de las particulas adheridas en el vaso sanguineo (circulos rojos).
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Figura 3.5: a) Componente X de las trayectorias de 2 particulas fluorescentes adheridas a la

pared endotelial de una vénula y que se encuentran a una distancia aproximada de 132.8 um.

b) Superposicion de las componentes X de las trayectorias de 2 particulas para mostrar que se

desplazan en fase.
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Figura 3.6: a) Espectro de frecuencias de la particula 1. b) Espectro de frecuencias de la particula

2. La frecuencia en ambos casos es 1.5 Hz.

En base a lo descrito y a que es posible el seguimiento indirecto del movimiento del misculo

a través de las trayectorias de las particulas, se realizo la correccion de las trayectorias de las
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particulas que fluyen dentro de los vasos.

Con el fin de determinar los intervalos de tiempo donde la correccion del movimiento del
misculo es necesaria, se visualizan los intervalos de tiempo donde ocurre la contracciéon y
relajacion del misculo y dnicamente se corrige esa parte de la trayectoria. Esto se logra al
sobreponer los trazos de la trayectoria de la particula fija con el intervalo de tiempo en que
las particulas fluyen en el vaso como se ilustra en la Figura 3.7a. En esa figura se observa
un rectangulo de color verde que corresponde a el intervalo de tiempo en que se detecto una
particula fluyendo en el vaso. En este caso la trayectoria inicia su recorrido en el intervalo de
tiempo cuando el misculo estd en reposo y el resto del tiempo se encuentra afectada por el
movimiento del musculo. Los cambios en algunos casos son evidentes, como en el caso de la
figura 3.7b donde la linea de color rojo es la trayectoria sin la correccion y la linea en verde
es la trayectoria aplicando la correccion. Existen casos en los que las trayectorias cuentan con
ciertos cambios abruptos en el direccionamiento, e.g. que una secciéon de las trayectorias tiene
un direccionamiento contrario al flujo. En estos casos esa seccion se considera invalida y por

ende, se opta por eliminar dicha seccion de las trayectoria.
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Figura 3.7: a) Componente X de la trayectoria de una particula fija a la pared de un vaso
correspondiente a la Figura 3.2. El rectdngulo verde en la parte superior izquierda indica el
intervalo de tiempo en el que fue detectada una particula que fluye dentro del vaso (figura 3.7)
y que incluye un intervalo de tiempo donde el misculo se encuentra en movimiento y otro donde
se mantiene en reposo. b) Trayectoria corregida (verde) y trayectoria sin correccion (roja) donde,

se indica la direccion del flujo sanguineo i) y la direccion de contraccion del musculo ii).

3.3 Inducciéon magnética del iman cilindrico a lo largo de
su eje

Para determinar la induccion magnética del iman a lo largo de su eje, se tomaron imagenes a
diferentes distancias entre el extremo de un sensor axial de campo magnético de un Gaussmetro
digital Lakeshort modelo 410 y el extremo de un iméan cilindrico de Neodimio-Hierro-boro
(NdFeB, diametro=1 mm, longitud=2 mm y Br=1200 mT) utilizando un microscopio Aigo,
equipado con un objetivo de 4X (figura 3.8a). En la figura 3.8b también se incluye el ajuste a
los datos experimentales de la induccion magnética utilizando la ecuaciéon 1.4. Como se puede
observar, la ecuacion 1.4 reproduce correctamente la inducciéon magnética y nos permite obtener

un valor para B, resultando en un valor de 0.54 T. Sin embargo, este valor es diferente al que
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proporciona el fabricante de 1.2 T. Un caso similar ocurre en el trabajo de Jie-Min Jia y
colaboradores [8] donde fue necesario hacer un escalamiento de 1.5 al valor de B, con el fin de

calcular la fuerza magnética sobre particulas superparamagnéticas (ver seccion 1.6).
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Figura 3.8: a) Imagen en vista superior del sensor (extremo izquierdo) junto con un imén

cilindrico (extremo derecho), obtenida con un microscopio Aigo. b) Induccion magnética a lo

largo del eje cilindrico del iméan.

3.4 Analisis sin campo magnético

En esta seccion se presentan los resultados del flujo de particulas sin haber aplicado el campo
magnético para el atrapamiento y concentracion de las particulas dentro de las vénulas. Para
esto se obtienen las trayectorias de las particulas y se trazan sobre los vasos sanguineos,
lo cual se aprecia en la figura 3.9. Cabe mencionar que estas trayectorias se encuentran
distribuidas en toda la duracion de los videos. En la Figura 3.9 se muestran las trayectorias
de las particulas correspondientes a 2 ratones donde dichas trayectorias estdn superpuestas
sobre imégenes tomadas con microscopia de campo claro. En la Figura 3.91 se pueden apreciar
algunas caracteristicas de las trayectorias de las particulas que fluyen en las vénulas. Como se

ha descrito anteriormente, en las vénulas las trayectorias de las particulas pueden depender de
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varios factores que incluyen las interacciones hidrodinamicas con los globulos rojos (que a su
vez interaccionan fuertemente con leucocitos) y globulos blancos e incluso con las paredes de los
vasos. Las trayectorias de las particulas en ocasiones forman curvas que pueden ser indicativas
de que la particula rodea a leucocitos fijos en la pared del vaso. En la figura 3.9i se aprecia un
ejemplo de una trayectoria con una curva que coincide con la ubicacion de un leucocito fijo en
el vaso. Es importante denotar que el video en campo claro de donde se obtiene esta imagen se
obtuvo aproximadamente 5 minutos antes del video tomado con microscopia de fluorescencia.
Sin embargo, la velocidad del leucocito durante el intervalo de tiempo que se tomo el video de
campo claro es cercana a cero (aprox. 0.06 pm/s), por lo que se puede asumir que el leucocito
esta en reposo. Cabe mencionar que algunos leucocitos no se visualizan nitidamente y por lo
tanto la curvatura de algunas trayectorias no se puede asociar directamente a la presencia de

dichas células.

Figura 3.9: Trayectorias trazadas en 2 vénulas y que fueron obtenidas de 2 ratones. Las flechas
son indicativas de la direccion del flujo en cada vaso. i) La trayectoria en color negro muestra a
una particula que probablemente altera su trayectoria debido a la presencia de un leucocito fijo

a la pared del vaso.
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Cabe senalar que, de acuerdo a lo establecido en la seccion 1.5 del perfil de velocidad de la ley
de potencias para los eritrocitos, es de esperarse que la velocidad de las particulas que fluyen
cerca de la pared del vaso sea menor que la velocidad de particulas que fluyen en el centro
del vaso. Para determinar la dependencia de la velocidad de las particulas con su posicién
lateral, se divide el vaso en diferentes secciones a lo ancho del canal (un ejemplo se observa
en la figura 3.10) para después promediar las velocidades en cada division. En esta seccion se
presenta el andlisis de videos obtenidos de 2 ratones y se describirdn como experimento 1 y 2.
Cabe mencionar que el ancho de las secciones en el experimento 1 son de 6.12 pm mientras que
el ancho de las secciones del experimento 2 son de 3.6 pm. Asi mismo, en las Figuras 3.11a y
3.11c se muestran los valores de las medias de velocidades de las trayectorias correspondientes
al experimento 1 y 2 respectivamente. En estas Figuras se puede notar los grandes valores de la
desviacion estandar de las diferentes trayectorias los cuales son debidos a la gran variabilidad
en la velocidad de las particulas. La media de las velocidades en cada seccién se muestran
en las graficas de barras en las figuras 3.11b y 3.11d, asi como su correspondiente desviacion
estandar, considerando 1 seccion central, y promediando los resultados de las 2 intermedias y
las 2 exteriores. Es importante denotar que el experimento 1 muestra trayectorias obtenidas en

2 videos tomados el mismo dia con 7 minutos de separaciéon entre si pero en la misma region.

Figura 3.10: Imagen representativa de las divisiones que se realizan a lo ancho de los vasos
sanguineos para determinar la dependencia de la velocidad con la posicion radial de las

particulas.
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Figura 3.11: a) y ¢) Valores de las medias de las velocidades de todas particulas (cada una
representada con un color) de los experimentos 1 y 2, respectivamente. Las barras de error
representan la desviacion estandar. b) y d) Gréfica de barras con los promedios de velocidades
de cada seccion de 2 experimentos. Las divisiones del experimento 1 son de 6.12 ym de ancho

mientras que las del experimento 2 son de 3.6 pm.

En el caso del experimento 1, al observar la tendencia esperada segiin la ley de potencias para
el perfil de velocidad, se determina el valor aproximado del parametro de modificacion k de la
ecuacion 1.17 realizando un ajuste por minimos cuadrados (figura 3.11b). El ajuste se muestra
en la Figura 3.12 resultando en £ = 4.57. Cabe mencionar que el ajuste no se realizo en el

experimento 2 por que no se detectaron particulas en el centro del vaso.
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Figura 3.12: Ajuste del perfil de velocidad (linea roja) utilizando los datos del experimento 1

(circulos azules).

3.5 Anadlisis con campo magnético

3.5.1 Posicionamiento del iman utilizando una cuna de PDMS

En esta seccion se muestran los resultados del flujo de las particulas en vénulas haciendo uso de
un iman adherido a una cufia de PDMS para la aplicacion del campo magnético para atrapar las
particulas y aumentar su concentracion en una region del vaso (ver figura 2.6) de tal forma que
al retirar el iman las particulas puedan continuar fluyendo por los vasos. Al posicionar la cuna,
la distancia medida a lo largo del eje cilindrico entre el centro de la base del iman y el musculo
creméster es de 2.4 mm, donde dicho eje esta colocado con una inclinacién de -45° respecto al
plano horizontal. En este caso el iman permanece cerca del misculo aproximadamente 15 seg.
Este arreglo resulta ser efectivo ya que se logra realizar un atrapamiento y posterior liberacion
de particulas en una vénula post-capilar. Cuando se retira el iman, pasan aproximadamente 7

segundos antes de visualizar las particulas en la vénula enfocada. Esto posiblemente se deba



3. Resultados y discusion 43

a que las particulas en realidad fueron atrapadas en regiones que se encuentran a cientos de
micras de la zona de interés. Lo primero que se aprecia al retirar el iman es un agregado de
particulas fluyendo en la circulacion, el cual se asume que se encontraba retenido por el campo
magnético del iman debido a su apariciéon poco tiempo después de retirar el iman. En la figura
3.13 se muestra el aglomerado dentro de un circulo rojo, el cual tiene un tamano de 12 pm en
un vaso de 18.7 pm. Cabe senalar que en esta figura Gnicamente se superpuso la region donde
se observa el agregado de particulas tomado con microscopia de fluorescencia sobre una imagen

del musculo tomada con campo claro.

Figura 3.13: Imagen representativa de un aglomerado de particulas en la microcirculacion.

Es imperativo mencionar que las ecuaciones 1.4 y 1.10 tinicamente estiman el valor del campo
magnético y de la fuerza magnética a lo largo del eje del imén, lo que no permite determinar
el campo de induccién y la fuerza magnética en regiones alejadas del eje del iman. La distancia
méas cercana del iman al musculo es de aproximadamente 1.6 mm. Sin embargo, al no estar
en direccion al eje no se estimo6 el campo de induccion y la fuerza magnética. Esta distancia
parece ser suficiente para frenar las particulas. En la figura 3.14 se aprecian las trayectorias de
las particulas superpuestas en el vaso y la velocidad media de cada trayectoria en el momento
en que fueron detectadas durante el experimento. En la Figura 3.14b se indica con una flecha

naranja el instante de tiempo en que se retira el iman. Como se puede apreciar, antes de retirar
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el iman hay poca circulacién de particulas y al retirarlo existe un aumento significativo en la
cantidad de particulas que fluyen en el vaso. Es de esperarse que al aplicar un campo magnético
por un tiempo mayor, como en el trabajo de Chien Yu Chiu y colaboradores [4] que fue de
aproximadamente 14 minutos, la cantidad de particulas al retirar el iman sea considerablemente

mayor.
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Figura 3.14: a) Trayectorias superpuestas sobre el vaso del experimento utilizando una cuna y
después de la aplicacion del campo magnético (la flecha blanca indica la direccion del flujo). b)
Promedio de velocidades de todas las trayectorias del experimento (la flecha naranja sobre el

eje horizontal indica el momento en que se retira el iman).

Ahora si se divide el vaso en 5 secciones de 3.5 pm y se promedian las velocidades por seccidon
se obtiene lo mostrado en la figura 3.15. Se puede observar que los valores de la velocidad
media tiene la tendencia esperada. Es decir, que el valor maximo de las particulas ocurre en
el centro del vaso lo que sugiere que también se cumple la ley de potencias para el perfil de
velocidades. Asi mismo, para este experimento se determina el valor aproximado del parametro
de modificacion del perfil parabolico k de la ecuacién 1.17 con un ajuste por minimos cuadrados,

resultando en k& = 4.60 el cual se muestra en la figura 3.16.
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Figura 3.15: Grafica de barras de los promedios de velocidades, de 3 secciones del vaso de 3.53

nm, correspondiente a los datos de la Figura 3.14.
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3.5.2 Posicionamiento del iman sobre el misculo cremaster

En esta seccion se muestran los resultados del flujo de particulas obtenidos de la aplicaciéon
del campo magnético con la segunda metodologia (expuesta en la seccion 2.2) colocando el iman
por aproximadamente 15 segundos sobre una arteriola que suministra sangre a la zona de interés
y que se encuentra a una distancia aproximada de 2 mm de dicho iman. En la Figura 3.17a se
muestran las trayectorias de las particulas superpuestas en una imagen de campo claro donde
se puede observar que las particulas fluyen por 2 vasos de diferente diametro. En la Figura
3.17b se muestra la velocidad media de cada trayectoria y el instante de tiempo en que las
trayectorias fueron reconstruidas dentro del tiempo de la duraciéon del video. En esta misma
figura se muestra con una flecha naranja sobre el eje horizontal el instante de tiempo en que el
iméan es retirado del masculo. Se puede observar que en el vaso de mayor diametro (D=18.2 um)
las particulas continiian fluyendo antes de retirar el iman y tampoco se observa un aumento en la
cantidad de particulas fluyendo en el vaso tras retirar el imén. Sin embargo, en el vaso de menor
diametro (D=5.8 um) se puede apreciar el flujo de 3 particulas después de aproximadamente
3.5 seg de retirar el iman. Esto indica que es probable que las particulas hayan sido atrapadas
por el iman pero que hayan fluido por el vaso de menor diametro. Con esto se puede suponer
que las particulas si estan siendo atrapadas por el iman, aunque la distancia de separaciéon entre
el iman y la zona de interés causa que sea dificil determinar el camino de las particulas por la
red vascular. Ademas en la figura 3.17c se puede observar un agregado de 4.2 pm que fluye en
el vaso de 5.8 nm de didmetro, el cual se marca con una flecha azul que indica la direccion del
flujo sanguineo. Este agregado de particulas se muestra en un circulo rojo en la figura 3.17¢c y
se aprecia después de 3.5 segundos de retirar el iman (flecha naranja de la figura 3.17b). Asi

mismo, en la figura 3.17d se muestra la grafica del perfil de velocidad, el cual resulta ser plano.
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Figura 3.17: a) Trayectorias superpuestas sobre los vasos. Las flechas indican la direccion del
flujo sanguineo de cada vaso. b) Velocidad media de las trayectorias que fluyen en el vaso de
didmetro D=18.2 um (circulos vacios). Los triangulos de color rojo indican la velocidad media
de las trayectorias correspondientes al vaso que se encuentra en la parte superior de la imagen
(de didametro D=5.8 pm). ¢) Imagen representativa de un aglomerado de particulas en un vaso

sanguineo. d) Perfil de velocidad de las particulas en el vaso (D=18.2 um).

Ahora se mostraran los resultados de otro experimento con las mismas condiciones del
anterior. En la figura 3.18a se aprecian las trayectorias de las particulas superpuestas sobre
los vasos. Se puede observar que las trayectorias se reconstruyeron en 2 vasos diferentes, uno
de aproximadamente 15.3 pm (direccion de flujo indicada con una flecha de color blanco) y
otro de 6 pm (direccion de flujo indicada con una flecha de color azul). En la Figura 3.18b

se muestra la velocidad media de cada una de las trayectorias, donde se aprecian intervalos
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de tiempo donde no fluyen particulas por ninguno de los 2 vasos. La flecha naranja indica el
instante de tiempo en que es retirado el imén del musculo. Aunque el nimero de particulas
que fluyen por el vaso de mayor didmetro es muy reducido con lo cual no se puede observar
una influencia del atrapamiento de las particulas por el campo magnético, en el vaso de menor
didmetro se observa el flujo de particulas después de aproximadamente 3 segundos de haber
retirado el imén, lo que indica que probablemente eso se deba al efecto del campo magnético.
Cabe mencionar que para este experimento no se determiné el perfil de velocidades debido a

que la concentracion de particulas en el vaso de 15.3 ym es muy baja.
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Figura 3.18: a) Trayectorias superpuestas sobre los vasos. Las flechas indican la direccion del flujo
sanguineo. b) Velocidad media de las trayectorias que fluyen en el vaso de diametro D=15.3 um
(circulos vacios). Los triangulos indican la velocidad media de las trayectorias correspondientes
al vaso que se encuentra en la parte superior de la imagen (de didametro D=6 pm) y la flecha

naranja indica el retiro del imén.
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3.5.2.1. Comparativa entre las fuerzas que actuan sobre las particulas dentro de las vénulas post-

capilares

Utilizando la ecuacion 1.10, se estima la magnitud de la fuerza magnética generada sobre las
particulas a lo largo del eje cilindrico del iman. Considerando los valores de la tabla 1.1, se
logra aproximar la magnitud de la fuerza magnética mostrada en la figura 3.19a. En esta figura
se puede apreciar que aproximadamente a los 2 mm el iman comienza a ejercer una fuerza
sobre las particulas. Asi mismo, la fuerza magnética aplicada a una particula causa que esta
se desplace en direccion de la superficie del iman a una velocidad dependiente de la magnitud
de la fuerza. En otras palabras, entre mayor sea la distancia entre el iman y la particula, la
velocidad de dicha particula serd menor. Para determinar dicha velocidad se iguala la fuerza
magnética con la fuerza de arrastre que el fluido ejerce sobre la particula cuando esta se desplaza
a una velocidad u que se muestra en la Figura 3.19b [35]. Al igual que en la figura 3.19a se
puede apreciar que aproximadamente a los 2 mm las particulas comienzan a responder al campo
magnético. Es importante senalar que para obtener valores mas realistas de esta velocidad se
debe de incluir explicitamente el efecto de la presencia de los eritrocitos y leucocitos de forma

similar a como se realiz6 en la referencia [22].
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Figura 3.19: a) Grafica de la fuerza magnética ejercida sobre una particula a diferentes distancias
a lo largo del eje del imén cilindrico. b) Velocidad sobre una particula magnética inducida por

el efecto del campo magnético que ejerce el iméan a lo largo del eje cilindrico.
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Como se describi6 anteriormente, la magnitud de la fuerza de arrastre esta dada por la ley
de Stokes denotada en la ecuacion 1.5. Para esto tomamos los resultados representativos del
primer experimento de la seccién 3.5.2 incluyendo el didmetro del vaso y la velocidad media
del flujo de particulas. Ademas partimos de la Figura 1.5 para determinar la viscosidad para
la tasa de corte correspondiente. Sabiendo que la velocidad media de las particulas (u,,) es de
60.5 um /s y que la tasa de corte es de 3.32 (s7!), se obtiene que la viscosidad es de 9.7 mPa - s.
Entonces la fuerza de arrastre ejercida en particulas con radio promedio de 0.45 um resulta
ser de 5 pN. Cabe senalar que el nimero de Reynolds, que se define como el cociente entre las
fuerzas inerciales y viscosas, esta dado por Re = gi]'“ y resulta ser 1.22107%, donde p es la

densidad del fluido. Esto indica que en estas condiciones dominan las fuerzas viscosas sobre las

inerciales.

Con el fin de apreciar mejor la relacion entre la fuerza magnética y la fuerza de arrastre se
calcula el niimero de Richardson denominado como ¥ que indica con que magnitud una fuerza
es mayor a otra [35]. Determinando el nimero de Richardson y considerando la fuerza magnética
a 100 um de 0.61 pN (ecuacion 3.1), se puede apreciar que la fuerza predominante en las vénulas

post-capilares es la fuerza de arrastre (considerando la velocidad promedio).

F, 0.61pN

U= = —
F, 5 pN

=0.12. (3.1)

Para realizar una comparacion de la fuerza magnética a diferentes distancias, se compara la
fuerza magnética a distancias de 30 y de 100 pm (100 pm es el grosor aproximado del misculo
cremaster) utilizando el valor de B, obtenido en este trabajo. Cabe senalar que el fabricante
del imén proporciona un valor de B, = 1.2 T por lo que también se incluye este caso para tener
en cuenta una posible subestimacion de la fuerza. Los resultados se aprecian en la tabla 3.1.
Se puede observar que si se considera el valor de B, que proporciona el fabricante la fuerza

magnética aumenta casi 5 veces.
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Distancia (um) | a) Fuerza (pN) | a) U | b) Fuerza (pN) | b) ¥

30 0.66 0.13 3.2 0.64
100 0.61 0.12 3.0 0.59

Tabla 3.1: Tabla de los valores de fuerza y el niimero de Richardson (V) a diferentes distancias

considerando a) Br=0.54 T y b) Br=1.2 T.

Debido a que en las vénulas estan presentes diversos fenémenos que determinan la dindmica
de las particulas en la microcirculacién y que fueron descritos en la seccién 1.4, a continuacion
se calcula el namero de Peclet (Pe), que es una cantidad adimensional definida como el
cociente entre la tasa de advecciéon y la tasa de difusién. Adicionalmente al movimiento
Browniano, las particulas estan sujetas a una dispersion inducida por el estrés de corte dentro
del flujo sanguineo. Es decir, los movimientos aleatorios de los glébulos rojos inducidos por
las interacciones hidrodindmicas entre dichas células generan movimientos aleatorios en las
particulas debidos a las interacciones hidrodinamicas entre las particulas y los globulos rojos.
Los movimientos aleatorios de las particulas son de naturaleza difusiva de tal manera que se
puede asociar un coeficiente de difusiéon total a la dinamica de las particulas Dy = Dy+ D,j,. Una
forma de estimarlo en la circulacion es considerar el tiempo de difusion dado por tg = a®/Dr y
el tiempo debido a la adveccion del fluido t; = a/u, donde Dy es el coeficiente de difusion
determinado por la ecuacion Stokes-Einstein D, = kgT/6mna = 5.23:10_14[%2] siendo kg
la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta (37°C en el raton) y u la velocidad
media del flujo sanguineo. El coeficiente de difusion por el estrés de corte esta dado por
Dy, = Ka(rree)?*y = 1.389010*12[’”72} donde rrpc es el radio medio de los globulos rojos
en raton (rppe = 2.9 pm [49]) 7 es la tasa de corte obtenida segin la seccion 1.4.1 de 3.3 s7!
vy K, es un coeficiente adimensional que depende de la concentracion de globulos rojos siendo
aproximadamente 521072 [50|. Entonces el ntimero de Peclet estd definido por Pe = i—j, y en
este caso resulta en Pe = 18.9, lo que indica claramente que domina la adveccion del fluido

sanguineo sobre la difusion de las particulas. En otras palabras, entre mayor sea el nimero de
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Peclet existe una menor contribucién de la difusion, indicando una dependencia mayor a la

fuerza de arrastre del flujo sanguineo.

Ahora se procede a determinar una variable adimensional Cy, siendo esta un cociente entre
la fuerza de la gravedad y la fuerza de arrastre causada por el fluido en particulas de diametro

WHO], donde p, y py son las densidades de la particula (1.5

d resultando en Cy =
g/cm?) y el fluido (1.057 g/em? |41]), respectivamente, g es la aceleracion gravitacional (9.81
m/s?), u es la velocidad media del fluido y « es la inclinaciéon del vaso (en este caso no se toma
inclinacion). Contrario al nimero de Peclet, entre menor sea Cy; habra una mayor dependencia

al arrastre del fluido. En este caso el valor que se obtiene es C,; = 3.33z10™%, indicando que la

adveccion también domina sobre la fuerza gravitatoria.

Los resultados anteriores indican que la fuerza de arrastre en particulas de 0.9 pm de
didmetro en vénulas post-capilares claramente domina sobre al efecto de la difusién Browniana
y sobre la fuerza gravitatoria ejercida sobre dichas particulas. Sin embargo, el cédlculo del
ntimero de Richardson indica que la fuerza magnética tiene un papel importante a pesar de
que es mas pequena que la fuerza de arrastre. Esto iltimo concuerda con lo que se observa
experimentalmente, en particular con la formacion de agregados de particulas en las zonas
donde se aplica el campo magnético. Asi mismo en el simulaciones de Nacev y colaboradores
[35], se observa que a pesar de que la fuerza magnética es menor a la fuerza de arrastre, aun
asi se logran atrapar particulas. Es de esperarse que exista un cambio de fenomenologia al
disminuir el didmetro de las particulas. Por ejemplo, al realizar el calculo con particulas con las
mismas propiedades que las usadas en este trabajo con un didmetro de 400 nm que es cercano
a lo reportado en trabajos previos[5| y bajo las mismas condiciones del flujo de las vénulas, el
numero de Peclet se reduce a 8.04, lo que implica que el movimiento Browniano empieza a jugar
un papel importante. Adicionalmente, usando los mismos parametros del campo magnético que
los que se usaron en la Tabla 3.1 para una distancia de 100 pm, la magnitud de la fuerza de
arrastre es un orden de magnitud mayor a la fuerza magnética. Cabe mencionar que el umbral

en que el movimiento Browniano y la advecciéon son semejantes es en particulas de 100 nm
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siendo Pejgy = 1.63. Es importante recalcar que la fuerza magnética también tiene una menor
influencia entre menor sea el didmetro de las particulas por lo que es necesaria la aplicacion de

un campo magnético de mayor intensidad para poder atraparlas en algtn sitio especifico.
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3.6 Discusion

Ademas de los experimentos mostrados en el presente trabajo también se realizaron
experimentos in-vitro con capilares de vidrio de aproximadamente 50 pm de didmetro interno
y una velocidad de flujo comparable a la observada en las vénulas para emular el flujo de
las particulas dentro de los vasos sanguineos y determinar el campo magnético necesario para
inducir un cambio de trayectoria de las particulas. En estos experimentos se utiliz6 un iman
cilindrico de 5 mm de didmetro y 3 mm de altura. Con este imén se determind que con un campo
magnético del orden de 80 mT se puede observar claramente la atraccion de las particulas hacia
el iman. Con estos experimentos se decidié adquirir imanes cilindricos de 2 mm de largo y 1
mm de didmetro tal manera que a 1 mm de distancia de la base del iman sobre el eje cilindrico

el campo magnético generado fuera de aproximadamente 80 mT.

Es importante senalar que el calculo del campo magnético segiin la ecuacién 1.4 puede estar
subestimando el valor real de la fuerza magnética debido a que segin el fabricante del imén
B, es 1200 mT y no 540 mT como el obtenido en la seccion 3.3, por lo que se debe hacer un
escalamiento de 2.2 similar a lo realizado por Jie-Min Jia y colaboradores [8] donde usan un
escalamiento de 1.5 en un iméan de Neodimio (NdFeB) de las mismas dimensiones y que genera
valores comparables de campo magnético a los de este trabajo. Ademas se debe considerar que

no se determiné experimentalmente la susceptibilidad magnética en este trabajo.

Algunos aspectos a considerar son que para el estudio de la fuerza de arrastre, se utiliza la
velocidad media del flujo de las particulas, pero dicha velocidad fluctia entre 50 pm/s y 200
nm/s, lo que generaria un aumento en el cociente (Ec. 3.1) para el caso de las velocidades
méas pequenas. Cabe denotar que a pesar de que los perfiles de velocidades son estimaciones y
requieren méas informacion para un mejor anélisis estadistico (figuras 3.12 y 3.16), estos muestran
el comportamiento esperado al obtener un valor estimado para el parametro de modificacion
k mayor a 2. En otras palabras se observa un aplanamiento en el perfil de velocidades en

comparacion con el perfil parabélico.
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De igual manera, aunque no se determiné experimentalmente la concentracion de los leucocitos
en vénulas post-capilares, es necesario considerar que su presencia influye en las trayectorias de
las particulas. Estos valores si se han determinado en otros trabajos, siendo la concentracion de
leucocitos de 5800/pl, el porcentaje de leucocitos en fase de rodamiento de 15 % y los leucocitos

adheridos a la pared endotelial de 400/mm? [38].

Asi mismo, es importante mencionar que aunque se conoce que el grosor del miusculo creméster
es de aproximadamente 98.5 um [36], en este trabajo no se estimo la distancia del iman al vaso

a analizar.






Conclusiones y persepectivas

4.1 Conclusiones

Con este trabajo se logro estudiar la microcirculacion y un método de manipulacion de
particulas en un modelo in vivo. Este estudio fue realizado en ratones visualizando las vénulas
post-capilares en el miisculo creméster que se encuentra en el testiculo de los ratones. La
manipulaciéon se realiz6 con un iman cilindrico de 1 mm de didmetro y, basandose en los
resultados obtenidos, se puede suponer que aplicando un campo magnético a 1.6 mm con una
inclinacion de 45° es suficiente para lograr atrapar las particulas superparamagnéticas. Con
esto se puede considerar que el arreglo experimental mostrado en este trabajo es apropiado
para el atrapamiento y liberacion de particulas superparamagnéticas, junto con el analisis de
sus trayectorias. De igual manera, se observa que los leucocitos y eritrocitos presentes en la
circulacion influyen en las trayectorias de las particulas superparamagnéticas. Cabe mencionar
que a pesar de que la fuerza de arrastre supera a los demas factores presentes en la circulacién, los
resultados sugieren que se puede lograr el atrapamiento de las particulas en la pared endotelial.

Esto puede deberse tanto a las interacciones hidrodindmicas que marginan parcialmente a las
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particulas y al campo magnético presente que fomenta su direccionamiento hacia la pared. Asi
mismo se puede suponer que la formacion de agregados es causada por la atraccion que genera
el campo magnético a las particulas superparamagnéticas y a la atracciéon entre estas particulas
una vez presente el campo. En un futuro es necesario lograr un arreglo experimental que permita

la visualizacién de agregados en la secciéon donde se encuentra el iméan.

4.2 Perspectivas
Como perspectivas a futuro, se considera lo siguiente:

1. Realizar una mayor estadistica (mayor numero de experimentos) para un mejor
entendimiento de la manipulacion de particulas e incluso para perfeccionar este tipo de

acercamiento al modelo de estudio de la obstruccion de vasos.

2. Elaborar un arreglo experimental que no solo permita las variaciones en el campo
magnético, sino también la visualizacion eficaz de la region de interés (zonas donde se

forman las cadenas debidas al campo).

3. Replicar in vivo lo realizado en las simulaciones de Freund y Shapiro[6] variando
la magnitud del campo magnético y su direccionamiento. Determinar los pardmetros
apropiados para dirigir particulas a la capa libre de células, es decir, lograr una forma
oOptima para generar la migracion lateral de particulas. Y una vez realizado esto,
tratar de focalizar una reaccién en un punto del organismo funcionalizando particulas

superparamagnéticas.
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