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RESUMEN

Toxicidad de Nanoparticulas Magnéticas en un Modelo in-vitro
de Barrera Hematoencefalica

Las nanoparticulas magnéticas (NPMs) de origen antropogénico, como son las
nanoparticulas de hierro que se encuentran principalmente en fase de magnetita (Fes0.),
son liberadas al medio ambiente como resultado principalmente de la abrasion de cilindros
de combustion y frenos de disco del vehiculo, por lo que se pueden encontrar en muestras
de polvo en areas con alta densidad de trafico. Estas NPs de Fe;04 se han encontrado en
el tejido cerebral humano,! sin embargo a diferencia de la magnetita biogénica cuyo tamario
de NP es menor (8 nm), las NPs de FezO4 tienen un diametro medio de 18 nm y presentan
una morfologia euhedral. En la literatura se ha propuesto que llegan al cerebro directamente
a través del nervio olfativo, sin embargo no se descarta la posibilidad de que éstas también
hayan ingresado al tejido cerebral desde la circulacion sanguinea por medio de capilares,
atravesando la barrera hematoencefélica (BHE). Se ha propuesto que su presencia en este
tejido pudiera estar asociada con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como
el Alzheimer, debido a que las NPs de Fes0O4 son fuertes inductores del estrés oxidativo y
respuesta inflamatoria. Un amplio espectro de estudios ha evaluado la toxicidad de las
NPMs de Fes;04 modificadas superficialmente para su uso con fines de administracién de
farmacos, sin embargo, existe escasa informacién sobre la capacidad de internalizacion y
toxicidad de las NPs de Fes0, desnudas en las células que forman la BHE, lo cual, podria
contribuir a explicar su presencia en el tejido cerebral y su posible funcién en la
neurodegeneracion.

En el presente trabajo se llevd a cabo la sintesis, caracterizacion y evaluacién de la
toxicidad de las NPs de FezO4 desnudas en un modelo in vitro de BHE, consistente en una
monocapa de células endoteliales primarias de la microvasculatura de cerebro de rata
(rBMECS). El sistema de NPs cubiertas con silica (Fes0.@SiO,) se incluy6 para propésitos
de comparacion. En la caracterizacion de la composicion estructural y superficial de las NPs
de Fes0., la adicién del revestimiento en Fe;0.@SiO- no alterd los resultados, sin embargo
exhibié variaciones posicionales de los mismos. Ambos tipos de NPs presentaron un
diametro de alrededor de 11.4 y 17.5 nm para Fes0s y Fes0.@SiO, en SEM en
comparacion con TEM con un valor de 8.45 y 14.33 nm respectivamente. Asi mismo, se

pudo determinar para ambas muestras la presencia de propiedades superparamagnéticas,
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resaltando que en las NPs cuya superficie fue modificada con SiO», evidencié un incremento
de saturacidbn magnética en comparaciéon con aquellas sin recubrimiento.

Los ensayos de toxicidad de las NPMs de FesO4 y Fez04@SiO2 sobre la monocapa de
rBMECs, que incluyeron el efecto sobre la permeabilidad de la membrana a través de la
liberacion de LDH y la evaluacién del metabolismo celular mediante MTS, mostraron que
a bajas concentraciones (5y 15 pug/mL) de tratamientos con NPs de Fe3O4 muestra mayor
toxicidad en comparacién con el uso de mayores concentraciones de NPs, lo cual puede
deberse a que concentraciones bajas de NPs presentan una mayor dispersion en el medio
de cultivo celular que las concentraciones mayores, las cuales generan aglomeraciones de
NPs de tal manera que impiden su ingreso al interior de la célula. Asi también se sugiere
gue la actividad metabdlica de las células bajo concentraciones de NPs de 5y 15 ug/mL se
encuentra alterada, por lo que requiere de acciones enzimaticas para contrarrestar el dafio
inducido, de tal manera que se incrementa el metabolismo celular a nivel mitocondrial el
cual puede determinarse mediante la reduccion del compuesto de MTS. Por otra parte, las
NPs de Fes0.@SiO, evidenciaron una menor toxicidad, sin embargo para éste analisis es
posible que a mayores concentraciones de éstas NPs se obtengan respuestas comparables
con aquellas NPs de Fes;O.desnudas debido a la cantidad de NPs expuestas en cultivo.
Por otra parte, los resultados de la evaluacion del ingreso de las NPs sintetizadas en las
rBMECs, mostraron que ambos tipos de NPs, deshudas y cubiertas con SiO; se internalizan
de manera efectiva a través del proceso de endocitosis, cuando éstas células se expusieron
tanto a 5 como a 40 ug/ mL. Ademas, en concentraciones de 40 pug/mL las células expuestas
mostraron alteracion de las uniones estrechas (UEs), donde la concentracién de NPs en las
células aparentemente generd un aumento de proteinas en el area para el refuerzo de tales
uniones. Finalmente las células expuestas a NPs de Fe;O, mostraron signos evidentes de
toxicidad mediante una mayor produccion de reticulo endoplasmico liso y una aparente
discontinuidad de la membrana plasmatica, incluyendo un significativo incremento de tales
signos en aquellas células expuestas a una concentracion de 40 pg/ mL.

De significativa relevancia es la observacion de que ambos tipos de NPs son capaces no
so6lo de penetrar a las células que forman la monocapa de rBMECs, sino también de cruzar
hasta el compartimiento inferior del sistema Transwell. Esto fue constatado a través de la
determinacién por ICP de la concentracion de Fe®* y Fe?* en el medio de cultivo celular
contenido en la camara basolateral del sistema Transwell® utilizado para realizar el ensayo

de internalizacion de las NPs.
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En resumen, estos resultados sugieren que las NPs de Fe;O. sintetizadas quimicamente
pero que simulan a las NPs de Fes;04 que se encuentran suspendidas en el ambiente y que
se han encontrado en el cerebro humano (de 8.45 nm de didmetro, con propiedades
superparamagnéticas ademas de la presencia de la fase Fe,0s). Estas NPs son capaces
de cruzar las células del endotelio vascular por medio de transitosis. Dentro las NPs
producen alteracién en el metabolismo celular, principalmente mitocondrial, alteran la

integridad de la membrana y al parecer modifican la expresiéon de las proteinas de UE.

Estos resultados sugieren que las NPs de FesO4 producidas de manera antropogénica y
liberadas al medio ambiente podrian ingresar al tejido cerebral a través de las células
endoteliales que recubren la microvasculatura cerebral, causando ademas importante dafio
en la integridad de la membrana y en la funcionalidad de la BHE, lo cual podria asi mismo

contribuir a incrementar el riesgo en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.

Xl



ABSTRACT

Toxicity of Magnetic Nanoparticles in an In-vitro Blood-Brain Barrier Model

Magnetic nanoparticles (NPMs) of anthropogenic origin, such as iron nanoparticles that are
mainly found in magnetite phase (Fes0.), are released to the environment mainly as a result
of the abrasion of the vehicle's combustion cylinders and disc brakes, so they can be found
in dust samples in areas with high traffic density. These NPs of FesO, have been found in
human brain tissue,* however unlike biogenic magnetite whose NP size is smaller (8 nm),
Fe3z04 NPs have a mean diameter of 18 nm and present a euhedral morphology. In the
literature it has been proposed that they could reach the brain directly through the olfactory
nerve, however the possibility that they have also entered the brain tissue from the blood
circulation through capillaries, crossing the blood brain barrier (BBB) is not ruled out. It has
been proposed that its presence in this tissue could be associated with the development of
neurodegenerative diseases such as Alzheimer's, due FezO4 NPs are strong inducers of
oxidative stress and inflammatory response. A broad spectrum of studies has evaluated the
toxicity of surface modified Fe;O, NPs used for drug administration purposes, however,
there is limited information about the internalization and toxicity of naked FeszO4 NPs in the
cells that form BBB, which could contribute to explain its presence in brain tissue and its
possible role in neurodegeneration.

In the present work, the synthesis, characterization and evaluation of the toxicity of naked
Fes04 NPs was carried out in an in vitro model of BBB, consisting of a monolayer of primary
rat brain microvascular endothelial cells (rBMECs). The system of NPs covered with silica
(Fes04@Si02) was included for comparison purposes. In the characterization of the
structural and surface composition of the NPs of Fez04, the addition of the coating in
Fe;0.@SiO; did not alter the results, however it exhibited positional variations of the same.
Both types of NPs had a diameter of around 11.4 and 17.5 nm for Fez04 and Fez0.@SiO>
in SEM compared by TEM, with a value of 8.45 and 14.33 nm respectively. In the other
hand, it was possible to determine for both samples the presence of superparamagnetic
properties, highlighting that in the NPs whose surface was modified with SiO», it showed an

increase of magnetic saturation in comparison with those without coating.
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The toxicity tests of the NPMs of FesO4 and Fes0.@SiO, on the monolayer of rBMECS,
which included the effect on the permeability of the membrane through the release of LDH
and the evaluation of cellular metabolism by MTS, showed that at low concentrations (5 and
15 pg/mL) of treatments with FesOs NPs shows greater toxicity compared to higher
concentrations of NPs, which may be due to the fact low concentrations of NPs present a
greater dispersion in the cell culture medium than higher concentrations, which generate
agglomerations of NPs in such a way that they prevent their entry into the cell. It is also
suggested that the metabolic activity of the cells under NPs concentrations of 5 and 15
pg/mL is altered, so it requires enzymatic actions to counteract the induced damage, in such
a way that cellular metabolism is increased at the same level mitochondrial which can be
determined by reducing the MTS compound. Furthermore, the NPs of Fe;0.@SiO, showed
less toxicity, however for this analysis it is possible that at higher concentrations of these
NPs, comparable responses are obtained with those naked FesO4 NPs due to the amount
of NPs exposed in culture.

Additionally, the results of the evaluation of the income of the NPs synthesized in the
rBMECs, showed that both types of NPs, naked and covered with SiO; are internalized
effectively through the process of endocytosis, when these cells were exposed to both 5 and
at 40 pg/mL. Furthermore, at concentrations of 40 pg/mL the exposed cells showed
alteration of tight junctions (TJs), where the concentration of NPs in the cells apparently
generated an increase of proteins in the area for the reinforcement of such unions. Finally,
the cells exposed to NPs of FeszOs showed evident signs of toxicity through a greater
production of smooth endoplasmic reticulum and an apparent discontinuity of the plasma
membrane, including a significant increase of such signs in those cells exposed to a
concentration of 40 pg/mL.

Of significant relevance is the observation that both types of NPs are capable not only of
penetrating the cells that form the monolayer of rBMECSs, but also of crossing to the lower
compartment of the Transwell system. This was verified through the determination by ICP
of the concentration of Fe®* and Fe?* in the cell culture medium contained in the basolateral
chamber of the Transwell® system used to perform the NPs internalization assay.

In summary, these results suggest that the FesOs NPs are chemically synthesized but
simulate the FezO4 NPs that are suspended in the environment and that have been found in
the human brain (8.45 nm in diameter, with superparamagnetic properties in addition to the
presence of the Fe;Os; phase). These NPs are able to cross vascular endothelial cells by

means of transitosis. Within the NPs produce alteration in cellular metabolism, mainly
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mitochondrial, alter the integrity of the membrane and apparently modify the expression of
TJs proteins.

These results suggest that the Fe;0.@SiO2 NPs produced in an anthropogenic manner and
released into the environment could enter the brain tissue through the endothelial cells that
line the cerebral microvasculature, causing important damage in the integrity of the
membrane and in the functionality of the BBB, which could also contribute to increase the

risk in the development of neurodegenerative diseases.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 NANOPARTICULAS DE OXIDO DE HIERRO.

Origen, composicidn y caracteristicas de las nanoparticulas magnéticas (NPMs).
Las nanoparticulas magnéticas (NPMs) de 6xido de hierro poseen un didmetro menor
a los 100 nm, asi como irreversibilidad de campo y un alto estado de saturacién.? Debido a
estas caracteristicas, las particulas pueden no mostrar interaccion magnética posterior a la
supresion de un campo magnético externo. Se encuentran constituidas principalmente por
fase magnetita (Fe;0.), aunque la maghemita (y-Fe203) y la hematita (a-Fe»Os3) son otros
Oxidos de hierro que entran dentro de la categoria de NPMs.
Por otra parte, la FesO. es un mineral que se encuentra de manera natural en la corteza
terrestre y esta formado por un 6xido mixto de Fe*? y Fe*3, de tal manera que su férmula se
puede expresar como FeFe,O. y puede ser llamado también como 6xido ferroso férrico;
por su parte la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) lo nombra como
6xido de hierro (ll, 1ll). Dentro de las estructuras cristalinas la Fe;O4 pertenece al grupo de
las espinelas, puesto que es un tipo de mineral con una formula general A2*B;**0.*, que
cristaliza en el sistema cristalino cubico, siendo Ay B iones metalicos. Los iones de oxigeno
forman una red (FCC), mientras que el catiobn A generalmente bivalente ocupa sitios
tetraédricos y el cation B normalmente es trivalente y ocupa sitios octaédricos
(Fe**Fe**,0,®), aungue, en concreto esta es una espinela inversa, debido a que el catién
divalente Fe?* se encuentra en los sitios octaédricos, mientras el catién trivalente Fe*® se
encuentra en los sitios tetraédricos y octaédricos. Por consiguiente, los electrones pueden
saltar entre los iones Fe?* y Fe** que estan en los sitios octaédricos a temperatura ambiente
confiriéndole algunas propiedades metalicas al material.®
Asi mismo, la magnetita se produce de manera natural en diversos entornos geolégicos,
desde rocas igneas (p. €j., rocas ultra basicas en capas, basaltos), sedimentarias (p. €j.,
formaciones de hierro con bandas, arenas de playa) y en rocas metamorficas de alto grado

(por ejemplo esquistos), donde se puede producir a través de una multitud de reacciones
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guimicas. Debido a su tendencia a reaccionar con oxigeno para formar hematita (Fe;03) y
varios oxihidréxidos (p. €j., ferrihidrita, goetita), FesOs puede ser empleada como una
herramienta para determinar concentraciones de oxigeno en rocas durante procesos
geoldgicos, cambios en la concentracién de oxigeno en la atmésfera y condiciones redox
en entornos cercanos a la superficie. Ademas, su propiedad ferrimagnética es esencial para
investigaciones que ayudan a reconstruir las placas tectdnicas a través de la historia de la
Tierra.*

Los cristales de magnetita quimicamente puros, biogénicos y de dimensiones nanométricas
se encuentran en los cuerpos de una amplia gama de organismos dentro de los reinos de
Monera, Protista y Animalia (por ejemplo, microbios magnetotacticos, insectos, moluscos,
peces, aves, mamiferos, etcétera).® En estos organismos, Fes;O4 forma la base de un tipo
de mecanismo biofisico de deteccion de campo magnético, que facilita la orientacion y la
navegacion de los organismos que lo poseen.®” En el cerebro humano se sintetiza de
manera natural como parte del metabolismo del hierro.®°

Por otra parte, como producto de la nanotecnologia, las NPs de FeszO, son obtenidas
artificialmente a través de procesos tecnoldgicos a partir de rutas de sintesis fisica o
guimica, donde la segunda es la ruta globalmente mas empleada. Por mencionar algunos
métodos de sintesis de estas NPMs se encuentra el método de microemulsién, donde se
emplean gotas de agua como nanoreactores en una fase continua en presencia de
moléculas de surfactante.'® En el proceso de rutas sonoquimicas un ultrasonido de alta
energia crea cavitaciones acusticas que pueden proporcionar calor localizado a una
temperatura de aproximadamente 5000 K, dando lugar a la formacién y el crecimiento de
los nucleos. Para la deposicion electroguimica en condiciones oxidadas, el Anodo se puede
oxidar en especies de iones metalicos en solucibn y el ion metalico se reduce
posteriormente a metal mediante el catodo en presencia de estabilizadores. En el método
hidrotermal los precursores de hierro en medio acuoso se pueden calentar a alta
temperatura a presion autégena.!! Para el proceso de descomposicién térmica pueden
emplearse agentes como citrato de colina y hierro, carbonato de hierro y carboxilato de
hierro.12 El método mas comun de sintesis es el de coprecipitaciéon, donde la adiciéon de una
base a una solucién acuosa de iones ferrosos (Fe?*)y férricos (Fe®*") en una estequiometria
1:2 produce un precipitado negro de NPs de FesO, con tamafios uniformes en un ambiente

libre de oxigeno.




Finalmente es menester mencionar que la Fes;04 es un componente indispensable de una
variedad de materiales y productos sintéticos (p. e€j., polvo de téner), empleandose
profusamente en forma de NPs para tales aplicaciones. Debido a que su uso se lleva a cabo
en el sector industrial esencialmente, estas NPs pueden ser liberadas al ambiente en forma

de materia particulada y entrar en contacto directo de manera accidental con el humano.*?

NPs de FesO. en el ambiente

La contaminacién del aire comprende no solo gases (por ejemplo, 6xidos de nitrégeno,
ozono, dioxido de azufre) sino también particulas sélidas, con variaciones en su tamafio,
que abarcan el rango de escalas nanométricas hasta micrométricas. Estas particulas,
conocidas como materia particulada (MP), son generadas a partir de procesos naturales asi
como de aquellos procedentes de la actividad humana (antropogénicas), las cuales son
emitidas de forma directa en la atmdsfera o bien pueden formarse dentro de la misma. Al
estudiar las propiedades fisicas y morfol6gicas de la composicién de polvo de area de trafico
de alta densidad, se evidencié la presencia de esférulas magnéticas,* dentro de las cuales
se encuentran las NPMs proliferando en el aire urbano.'® Por consiguiente, se ha
identificado su emisién en gases de escape diésel, aire de estaciones subterrdneas, a lo
largo de lineas de ferrocarril, en areas donde se llevan a cabo procesos de soldadura,
emisiones de procesos correspondientes a combustion industrial y en mayor medida por la
abrasién producida en los cilindros de combustion, pastillas y frenos de disco de vehiculos.1®
Ocasionando importantes impactos atmosféricos, ambientales y ecolégicos.

Millones de personas alrededor del mundo, 74 millones en los Estados Unidos y 24 millones
viviendo en la CDMX, se encuentran inhalando de manera involuntaria concentraciones de
MP por encima de los estandares de seguridad.?” A modo de ilustrar el problema, la Ciudad
de México en el area metropolitana (CMAM) es una mega ciudad contaminada que cuenta
con mas de 40 000 industrias, conjuntamente, alrededor de 4 millones de vehiculos
consumen 40 millones de litros de petréleo por dia produciendo asi miles de toneladas de
contaminantes.'® Debido a que la CMAM se encuentra ubicada en una cuenca elevada a
2240 m sobre el nivel del mar la cual esta rodeada por tres crestas montafiosas, es que se
generan frecuentemente inversiones de temperatura, atrapando éstas emisiones en
altitudes cercanas a la superficie agravando asi tal problematica.!® De ésta manera, la MP

aerotransportada puede tener efectos adversos para la salud, tanto agudos como crénicos,




debido a que con cada respiracion realizada por los individuos, millones de particulas
sélidas, incluidas las NPMs, logran ingresar al organismo.

En la revista Proceedings of de National Academy of Science (PNAS),?° en el afio de 2016,
Maher y colaboradores relacionan el sistema respiratorio como mecanismo de ingreso de
NPMs al organismo, puesto que describen la presencia abundante de NPs de 6xido de
hierro en cerebros de personas que nacieron y murieron en un solo territorio, tomando
como caso de estudio la Ciudad de México y Manchester, imperando los indices de mayor
concentracion en aquellas personas originarias de la Ciudad de México. Los especialistas
sugieren en este estudio que las NPs pueden generarse a partir de una fuente externa, las
cuales son derivadas de la contaminacion del aire. Aunado a los resultados, los autores
argumentan sus hipotesis con base a la estructura de las NPMs encontradas en el tejido
cerebral: las particulas derivadas de la abrasion son tipicamente de forma irregular y
angular. Asi mismo, en particulas enddgenas su morfologia tiende a ser esférica debido a
su crecimiento in situ (p. ej., dentro del cerebro).® Las imagenes del microscopio electrénico
presentadas por Maher y colaboradores (Fig. 1), documentan dos tipos de nanoparticulas
de Fes0, esférica y euhedral, cuyas morfologias estan presentes en los cerebros
analizados, lo que sugiere que se derivan de dos fuentes distintas: una interna (es decir,
biogénica) donde alcanzan un diametro promedio a los 8nm y cuya morfologia es esférica
(que se observa en A con aumento en B) y otra externa (procedente de la contaminacién
del aire) cuyo diametro promedio es de 18 nm y pueden alcanzar hasta los 150 nm (la cual
podemos observar en C con aumento en D), las cuales presentan ademas un porcentaje
en fase de Fe;0s. A su vez, esta conclusion se ve respaldada por la presencia de otras
nanoparticulas de metales de transicién, que son comunes en los aerosoles de MP en las

areas contaminadas.
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Figura 1. Micrografias electronicas de transmision de secciones del cerebro identificando dos tipos de
morfologias de NPMs dentro de las células frontales: (A y F) particulas redondeadas (A se muestra con
mayor aumento en B); y (C) particulas angulares, euhedral, que se atribuye a la formacion endégena
(particulas de C, se muestra con mayor aumento en D). (Tomado de Maher, et al., 2016)
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Implicaciones en la salud

Como es bien sabido a partir de estudios epidemioldgicos y toxicoldgicos, la evidencia se
centra en efectos asociados a la exposicién a MP2 s (materia particulada <2.5 uym de ancho)
a corto y largo plazo, la cual esté relacionada con el aumento de la mortalidad, e ingresos
hospitalarios, principalmente a causa de enfermedades respiratorias y cardiovasculares.?!
Asi mismo, se presenta en aumentos en la cantidad de leptina, hormona que actia como
pro inflamatorio implicado en la obesidad y diabetes tipo Il, neuroplasticidad, etc.?? En el
tracto respiratorio genera la produccién de inmunoglobulinas especificas del antigeno,
aumento de la susceptibilidad de los pulmones a la infecciéon microbiana, bronquitis crénica,
exacerbacion del asma, fibrosis y cancer de pulmén,?® asi como cambios en la presién
arterial y la variabilidad de la frecuencia cardiaca.?*

Los mecanismos detras de estas enfermedades, asi como su dependencia de las
propiedades de las particulas, todavia son poco conocidas. EI mas probable implica la
sobreproduccién de radicales libres [p. €j., especies de oxigeno reactivo (ROS)], que
pueden conducir a dafio oxidativo de las membranas celulares, las proteinas y el ADN, asi
como a la liberacién celular de mediadores quimicos que desencadenan y perpetdan
inflamacion.?2

Actualmente se conoce que su presencia en el cerebro puede estar vinculada a varias
enfermedades neurodegenerativas, incluida la enfermedad de Alzheimer,?” debido a que se
considera que el 6xido de hierro juega un papel importante en el desarrollo de la inflamacién
a través del estrés oxidativo causado por radicales hidroxilo, los cuales a su vez son
generados durante el ciclo redox entre los estados Fe®* y Fe?".22 En el cerebro, el estrés
oxidativo  suele ocasionar deformacién en las células que conforman la barrera
hematoencefalica (BHE), asi como la expresion de proteinas asociadas con lesion

neuronal, desempefiando asi un papel clave en la patogénesis cerebral.?°

Posibles rutas de entrada de las NPs al cerebro: Conducto olfatorio y BHE.

Una vez inhaladas, las NPs pueden depositarse como particulas gruesas (generalmente
definidas como particulas con un diametro >2.5 um) en las superficies de las vias
respiratorias conductoras del sistema respiratorio superior, mientras que las particulas mas
pequefias (MP.s) pueden migrar a las partes mas profundas del pulmén donde tiene lugar
el intercambio de gases.*° Las particulas ultrafinas (<100 nm), o NPs, pueden penetrar a

través del tejido celular que recubre el tracto respiratorio y translocarse a la circulacion
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sanguinea y a 6rganos extrapulmonares, sin embargo también se ha descrito que algunas
NPs pueden ingresar a través de los axones del nervio olfativo (Fig. 2) teniendo la capacidad
de translocarse al cerebro.3!%

A su vez, en este proyecto se planted la hipotesis de que éstas NPs pueden ingresar por
una ruta alternativa como es la barrera hematoencefélica (BHE) mediante los capilares
localizados en el cerebro, a partir de procesos implicados en el transporte al interior las
células de la unidad neurovascular, ocasionando de esta manera efectos directos en el

organismo.
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Figura 2. Rutas sugeridas para la translocacion neuronal de particulas sélidas nhanométricas
y para componentes solubles de particulas mas grandes en humanos, roedores y primates
(Tomado de Oberdérster G., et al., 2004)




Anatomia del bulbo olfatorio y estructuray funcién de la BHE

El Bulbo olfatorio

La mucosa olfativa de los organismos vertebrados contiene varios millones de neuronas
sensoriales localizadas en un epitelio en columna pseudo estratificado de 200 um de grosor.
Tres tipos de células forman este tipo de epitelio: las neuronas sensoriales olfativas, las
células de soporte y las células basales. Las células de soporte actian como una glia celular
que secreta parte de los componentes de la mucosa, y las células basales son células
madre que se dividen y se diferencian durante toda su vida para convertirse finalmente en
neuronas sensoriales olfativas.

El receptor celular olfatorio es una neurona sensorial bipolar donde sobresale una dendrita
no ramificada hacia la superficie epitelial y a un axén no mielinizado hacia el bulbo olfatorio.
Cada dendrita finaliza en un nudo, que da lugar a 5-20 cilios delgados dentro del lumen
nasal. Estos cilios (0.1-0.2 um de diametro y arriba de 200 um de longitud) se encuentran
en una delgada capa de mucosa de la superficie epitelial. Un pequefio axdén no mielinizado
sobresale desde el polo opuesto de la célula penetrando a través de la membrana basal y
después de hacer un angulo de 90° se une a otros 10-100 para formar un paquete de
axones enmascarados con células Scwann. Estos paquetes penetran a través de la placa
cribosa (una region porosa del hueso etmoidal) para formar el nervio olfatorio (el primer
nervio craneal) y proyectar al bulbo olfatorio ipsilateral. Cada axén hace sinapsis a las
neuronas secundarias, esta sinapsis es una estructura compleja conocida como Glomérulo
gue consta de 100-1000 axones olfativos aferentes que convergen hasta un enramado de
una célula mitral. Esto permite a las células mitrales muestrear de manera quimio sensorial
la informacién de un area del epitelio olfativo, incrementando la posibilidad de detectar
pequefias concentraciones de aromas que puedan tener lugar de manera no uniforme.®
De esta manera al considerar la anatomia en el bulbo olfatorio se ha identificado que la
absorcién a través de las neuronas olfatorias puede constituir una ruta por la cual las
nanoparticulas tengan acceso directo al cerebro (Fig. 3), localizandose en mayor

concentracion principalmente en el area del hipotalamo.3*
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Figura 3. Anatomia general del bulbo olfatorio la cual es considerada como posible ruta de ingreso
de xenobidticos al organismo tales como NPs (Imagen modificada de Benhard, 2018)

Barrera hematoencefélica (BHE)

El Sistema Nervioso Central (SNC) es el sistema de érganos mas critico y sensible en el
cuerpo humano. Su funcion neuronal y glial requiere una regulacion precisa del medio
extracelular del cerebro. Por lo tanto, la interfaz entre el sistema nervioso central y la
circulacion sistémica debe ser altamente selectiva y poseer mecanismos efectivos que
puedan facilitar el transporte de nutrientes, regular el equilibrio iGnico y proporcionar una
barrera a xenobidticos potencialmente toxicos que pueden estar presentes en la circulacion
sistémica (Fig. 4). El requerimiento de una barrera fisica y metabdlica, se enfatiza aun mas
por la extrema sensibilidad de los tejidos del SNC a los solutos exdgenos. Por lo tanto, la
homeostasis cerebral debe controlarse estrictamente permitiendo que algunas sustancias
permeen el parénquima cerebral con la exclusion de otras. Esta funcion homeostatica de la
microvasculatura cerebral se produce principalmente en la BHE a nivel del endotelio
microvascular cerebral.®

Anatoémicamente, las células endoteliales que conforman la BHE se distinguen de las de la

periferia por la falta de fenestraciones, actividad pinocitica minima y presencia de uniones




estrechas (UEs).*® Las células endoteliales cerebrales estan demarcadas por un mayor
contenido mitocondrial en comparacién con otros endotelios en el cuerpo.3” Ademas, varios
receptores, canales idnicos y proteinas de transporte de entrada/salida se expresan de
forma prominente en células endoteliales microvasculares del cerebro.

La BHE depende de las células circundantes y componentes estructurales del tejido neural
que interactian directamente con el endotelio microvascular cerebral. Tal fenbmeno ha
dado lugar al concepto de la unidad neurovascular, que refleja la participacion de la glia (es
decir, astrocitos y microglia, principalmente), pericitos, neuronas y matriz extracelular, tanto

en el desarrollo como en la fisiologia de la BHE.®

Apertura

de uniones
estrechas

Figura 4. Esquema representativo de xenobidticos que atraviesan la barrera hematoencefalica de los
capilares en el tejido nervioso a través de la deformacion de las uniones estrechas en células endoteliales,
mostrando ademas sus principales componentes 1) Células endoteliales 2) Membrana basal 3) Pericitos 4)

Astrocitos 5) Microglia. (Imagen modificada de Sunnybrook, 2018)

Los astrocitos pueden estar involucrados en la regulacién transitoria de la permeabilidad
microvascular cerebral, en particular a través de la sefializacién dindmica de Ca?* entre los
astrocitos y el endotelio a través de las UEs. La evidencia reciente también sugiere que los
astrocitos pueden desempefiar un papel critico en la regulacion del intercambio de agua y
iones a lo largo del endotelio microvascular cerebral.®

La microglia es el tipo celular primario involucrado en la inmunidad innata y adaptativa en
el SNC, contribuyendo a la homeostasis de la BHE al participar en la limpieza del liquido

extracelular y la desactivacién de neurotransmisores. Durante una enfermedad o trauma, la
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microglia puede activarse, correlacionandose directamente con el tipo y la gravedad de la
lesion cerebral. La activacion y proliferacién de microglia se asocia con la disfuncién de la
BHE caracterizada por cambios en la expresion proteica de las UEs y la permeabilidad
paracelular.°

Ademas de la glia, los pericitos son células planas, indiferenciadas y contractiles que se
unen a intervalos irregulares a lo largo de las paredes capilares y se comunican con otros
tipos de células de la unidad neurovascular. Ademas, inducen la expresion de ocludina
(una de las principales proteinas de las UEs) en la BHE, lo que sugiere que estan
directamente implicados en la induccién y/o mantenimiento de las propiedades de barrera.
Otra evidencia de los pericitos en el mantenimiento del fenotipo BHE proviene de la
observacion de que estos migran lejos del endotelio durante un trauma cerebral,*
condiciones que son asociadas a un aumento de la permeabilidad microvascular. Ademas
de los componentes celulares anteriormente sefialados, la matriz extracelular esta
fuertemente asociada con el aumento de la permeabilidad de la BHE en estados
anémalos.*?

Finalmente, se ha considerado que la BHE limitara la absorcién de cationes metalicos de la
circulacion sistémica al SNC, sin embargo se ha demostrado que ocurre una interrupciéon
en la integridad de BHE ocasionada por factores fisiopatolégicos (es decir, inflamacién que
puede ser producida por la penetracion de xenobidticos al sistema, hipertensién, etc.) que
a menudo acompafia a los cambios en el flujo sanguineo cerebral y presion de perfusion.
De esta manera dicha apertura de BHE puede ser un evento selectivo y compensatorio, por
lo que la comunicacién entre las neuronas y la microvasculatura del cerebro puede no

simplemente regular el flujo sanguineo, sino también la permeabilidad de la BHE.*®
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1.2 NANOTOXICOLOGIA: TOXICIDAD DE NPMsEN SISTEMAS BIOLOGICOS

Ensayos de toxicidad.
Para determinar si una sustancia o particula resulta téxica para los humanos, se requiere
realizar pruebas en sistemas bioldgicos, las cuales en general involucran una serie de
tratamientos de diferentes tipos de células en cultivo.
Diversos autores a su vez han investigado la toxicidad de nanoparticulas, reportando que
su acumulacién dentro de la célula depende de la concentracion, tiempo de incubacion, y
tamafio.* A si mismo, su interaccion esta influenciada por otras caracteristicas de las
particulas, éstas incluyen su estructura, composicion quimica, forma, area de superficie,
reactividad, propiedades de sorcién y solubilidad.?? De manera general, se conoce que al
interactuar NPs y componentes celulares, éstas conducen al dafio celular a partir de la
degradacién de proteinas, lipidos, enzimas y acidos nucleicos, desencadenando procesos
de necrosis o0 apoptosis.*
La combinacion de la informacion obtenida de cada uno de estos analisis proporciona
informacion critica para la evaluacién de la toxicidad del material y estimar el nivel de
exposicion en donde se observan cambios celulares, que van desde su morfologia hasta
su metabolismo. Los estudios toxicol6gicos son de gran relevancia para la evaluacion de
riesgos a la salud humana debido a la exposicion de las NPs, ya sea de manera accidental
o deliberada.
A continuaciéon se mencionaran las pruebas mas comunes que se llevan a cabo para
determinar la toxicidad de un nanomaterial sobre las células con las que éste tiene contacto.
A) Evaluacion de la integridad de la membrana celular mediante la determinacion de la
actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH). El ensayo de LDH es
ampliamente utilizado y se fundamenta en el hecho de que esta enzima se
encuentra normalmente en el citoplasma de las células vivas y sélo se libera en el
medio de cultivo celular al permeabilizarse la membrana de las células cuando éstas
han muerto o bien bajo la existencia de una alteracion metabdlica o que presentan
gran deterioro por accion de un agente téxico. El ensayo consiste en medir
cuantitativamente la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), mediante un ensayo
enzimatico acoplado de 30 minutos, que da como resultado la conversioén de una
sal de tetrazolio (Violeta yodonitrotetrazolio; INT) en un producto de formazén rojo,

cuyos datos son analizados usando un lector de placas estandar de 96 pocillos en
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B)

C)

D)

una absorbancia de longitud de onda visible en 490 nm. Una longitud de onda a 630
nm es empleada como referencia para elimina el fondo aportado por restos
celulares, huellas dactilares y otras absorbancias no especificas. La cantidad de
color derivada del incremento en la actividad LDH en el sobrenadante del cultivo es
proporcional al nimero de células lisadas.*®

Evaluacién del metabolismo celular (principalmente mitocondrial) mediante la
transformacion de MTS. El ensayo de MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H tetrazolio] es un método colorimétrico
empleado para determinar el nimero de células viables. Este ensayo se fundamenta
en la reduccion de una sal de tetrazolio la cual es producida por la NADH (forma
reducida del dinucleétido nicotinamida adenina) mediante enzimas
deshidrogenasas mitocondriales, predominantemente la succinato
deshidrogenasa*’ que se encuentran en células metabdlicamente activas, las cuales
estan inmersas en un producto de formazan el cual es soluble en un medio de cultivo
tisular. De igual manera que en el ensayo anterior, la cantidad de producto
transformado es determinado por su absorbancia en un lector de placas de 96 pozos
en una longitud de onda de 490 nm, la cual es directamente proporcional al nimero
de células vivas en cultivo. Asi mismo, se emplea una longitud de onda de referencia
a 630-700 nm.*8

Evaluacién de la induccion de estrés oxidativo. A su vez, la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) son moléculas quimicamente
reactivas que contienen oxigeno y son generadas como un residuo natural del
metabolismo del oxigeno, sin embargo, en condiciones anormales los niveles de
ROS puede aumentar drasticamente y provocar estrés oxidativo. Este puede
identificarse a partir del compuesto diacetato de 2'7'- diclorofluorescina (DCFH-DA,
por sus siglas en inglés) el cual en presencia de especies reactivas el (DCFH) es
oxidado a diclorofluorescina altamente fluorescente (DCF), para ser empleado como
indicador en la cuantificacion del estrés oxidativo presente en las células.*®

La internalizacion celular, es un método en donde el microscopio electrénico de
transmision (TEM, por sus siglas en inglés) es utilizado como la herramienta
principal para controlar la calidad de barreras biolégicas y para visualizar sus
estructuras celulares, incluidas aquellas relacionadas con la formacion de barreras

(Fig. 5). También permite la visualizacion de la localizacion de nanoparticulas en

12



organulos celulares tales como endosomas, lisosomas, etcétera, capturando
eventos de interaccion de nanoparticulas con monocapas celulares para adquirir

pruebas concluyentes que revelen mecanismos de transporte de nanoparticulas.>®

W)

Figura 5. Células Microvasculares Cerebrales Endoteliales (rBMEC) en monocapa, presentando
una confluencia del 100%, la cual es adecuada para la formacion de uniones estrechas a nivel
intercelular y posteriormente evaluarse por TEM. (Imagen tomada de ScienCell Laboratories,

2018).

Evaluacion de toxicidad en NPs sin estabilizacion.

Existen estudios realizados con la finalidad de evaluar la toxicidad de nanoparticulas de
diferentes materiales los cuales presentan una problematica poblacional, debido a que la
exposicion a las mismas en sectores de extraccion minera ha generado dafios severos a la
salud. Es por ello que ensayos en roedores han demostrado que tanto los compuestos de
niquel solubles como insolubles pueden inducir lesiones celulares y atrofia en el epitelio
nasal olfatorio y respiratorio, pudiendo ocurrir una translocacion de NPs sdlidas hacia otros
6rganos.®* De igual manera, ensayos realizados por De Lorenzo® demuestran
inequivocamente la existencia de una via olfativa neuronal al SNC, revelando que el nervio
y los bulbos olfatorios son portales de entrada al SNC para particulas ultrafinas de Zn.
Colectivamente, estos estudios muestran que las nanoparticulas pueden ser absorbidas
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eficazmente por terminaciones nerviosas sensoriales en varios sitios del tracto respiratorio
y obtener acceso al SNC.

Con la finalidad de evaluar la toxicidad en las NPMs una vez que han sido absorbidas por
el organismo y ser translocadas a otros érganos, se han llevado a cabo experimentos in
vitro empleando células de pulmén humano las cuales fueron expuestas durante 24h a
diferentes tamafios de NPs y dosis, debido a que tienden a generar ROS a causa de los
estados de oxidacion presentes en el material, revelando asi que las particulas estudiadas,
aunque ligeramente citotoxicas, condujeron a una mayor formacion de ROS, dafio
mitocondrial y efectos genotoxicos,®? permitiendo concluir que la formacion de ROS
desempefia un papel importante en la genotoxicidad de las células del pulmén. Sin
embargo, es preciso mencionar que existen escasos estudios acerca de la internalizacion
de NPs de Fe sin recubrimiento en células que conforman la BHE, sin el empleo de un
elemento magnético durante su transporte y cuyo propdosito principal sea el de evaluar su
comportamiento para efectos de nanotoxicidad por exposicién en el ambiente; debido a que
ademas del nervio olfatorio, para éste proyecto se ha considerado que éstas NPs pueden
albergarse en el cerebro por medio de translocacién generada por su transporte en los
capilares sanguineos de aquellas NPMs provenientes del intercambio de oxigeno en el

pulmaén.

Evaluacién de toxicidad de NPs en aplicaciones biomédicas

En contraste con el referente anterior, se han llevado a cabo diversos ensayos en modelos
experimentales con NPs modificadas superficialmente para mejorar su compatibilidad con
sistemas biolégicos con la intencion de ser empleadas principalmente en tecnologias de
administraciéon de farmacos, tales como la determinacion de la neurotoxicidad in vivo
inducida por SPIONs para superar las restricciones en la BHE, donde se emplearon tales
NPs (50-100 nm y -16.9 + 0.6 mV) como agentes de liberacion de farmacos a diferentes
concentraciones (35,70 y 140 pg/mL), investigando su capacidad para pasar a través de
células endoteliales facilitadas por un iman externo.>® Asi mismo, se determiné la cantidad
de interruptores moleculares inducidos por estrés oxidativo mediante ensayos de toxicidad
con nanoparticulas SPIONs (10y 30 nmy -33.9 + 2.3y -32.9 £ 0.4 mV) en concentraciones
de 10 pg/mL en un modelo (BHE) de rata, analizando adicionalmente si su integridad en el
mismo se veia comprometida.>* Adicionalmente, se determiné la nanotoxicidad in vitro de

NPs esféricas de Bismuto (20 nm) en una matriz de microtejidos tridimensionales (3D) a
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concentraciones de 2, 20 y 200 pg/mL, mediante la siembra de células en micropocillos,
permitiendo que las células se agregaran, dando lugar a su crecimiento y preservacion de

una morfologia definida.®®

Modelos in vitro de la BHE-monocultivo, Co-cultivo, Cultivos primarios y Lineas
celulares.

A lo largo de afos de investigacion, se han implementado diferentes modelos de cultivos
celulares para el estudio de la BHE y su interaccion con sustancias o materiales con
potencial téxico, los cuales tuvieron inicio en los afios setenta, mediante el aislamiento de
capilares de la vasculatura cerebral, las cuales fueron de gran utilidad para determinar la
integridad de las UEs, asi como otros mecanismos relacionados. A continuacion, los
métodos para aislar los capilares cerebrales fueron optimizados para producir el aislamiento
de células endoteliales primarias mediante el uso de una mezcla de enzimas cuya funcion
era degradar las membranas basales, eliminar los pericitos y liberar las células endoteliales.
Estos cultivos se basan principalmente en células del endotelio sin la participacion de otras
células pertenecientes a la unidad neurovascular.®® Posteriormente, se implementaron
métodos que incluian el co-cultivo de las células endoteliales de la microvasculatura
cerebral con astrocitos en monocapa en cajas o botellas de cultivo.®” Subsiguientemente
se implementaron co-cultivos de células endoteliales y astrocitos cultivados en superficies
opuestas de camaras Transwell®, lo que promovia el establecimiento de mayores UEs,
dando lugar a mayores respuestas de retencion de la actividad de la g-glutamil
transpeptidasa, asi como un aumento de la resistencia eléctrica transendotelial (TEER)
hasta aproximadamente 660 Q*cm?2.58

La capacidad de los astrocitos para aumentar TEER en cultivos de células endoteliales se
ha demostrado en numerosos estudios posteriores, tanto para co-cultivos en contacto como
sin contacto (astrocitos sembrados en la parte inferior del placa debajo del inserto del filtro)
y con monocultivos de células endoteliales cultivadas en astrocitos con medio
acondicionado.*® Mas recientemente, los pericitos han sido incluidos en algunos modelos
de BHE, ya sea como reemplazo para astrocitos o en cultivo triple con astrocitos y células
endoteliales, demostrado valores ligeramente mas altos en TEER que en co-cultivos de
células y astrocitos (Fig. 6).°

Afos de desarrollo de pruebas han resultado en una gama de modelos bien establecidos y

caracterizados para ser empleados de manera rutinaria en laboratorios. Estos tienen sus
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bases en células endoteliales de cerdo,®! bovino,® rata,®® y ratén,®* proporcionando una
gran cantidad de informacién sobre fisiologia y fisiopatologia de la BHE, permitiendo una
validacién cruzada de gran valor entre los modelos. Anteriormente, algunos investigadores
habian establecido y caracterizado modelos con células endoteliales de cerebro humano
inmortalizadas® asi como células endoteliales derivadas de células madre con el fin de
obtener células humanas,® sin embargo en la actualidad el tejido humano puede adquirirse
en presentacion de cultivos primarios de células endoteliales de microvasculatura del

cerebro de forma comercial.
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Figura 6. Configuraciones comunmente usadas para el cultivo de células endoteliales de la
microvasculatura cerebral en monocultivo o en co-cultivos. (Tomado de Helms, et al., 2016).
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1.3 NANOPARTICULAS MAGNETICAS EN BIOMEDICINA

La presencia de estas nanoparticulas en humanos, tiene también otras implicaciones
potenciales al emplearse ampliamente en ciencias biolégicas y médicas debido a la
superioridad que presentan en biocompatibilidad, bioactividad y estabilidad quimica en
medio fisiolégico. Como se ha mencionado anteriormente, las NPMs pueden desencadenar
interacciones magnéticas en la capa superficial, teniendo un efecto notable en sus
propiedades, por lo que se considera el uso de recubrimientos tales como dextrano,®’
guitosano,®® poli(etilenimina) (PEI),%° poli(etilenglicol) (PEG), 7° liposomas,’* etc.

Estas NPs son de especial interés en las ciencias biomédicas, ya que pueden usarse como
vectores para la administracion dirigida de farmacos.”? Ademas, sus propiedades pueden
explotarse para la terapia contra el cAncer basada en la hipertermia, donde el calor inducido
por la aplicacion de un campo magnético alterno causa la necrosis de las células
cancerosas sin dafiar el tejido normal circundante.” Por Gltimo cabe mencionar que un
gran numero de investigadores han propuesto que el empleo de las NPMs podria
desempefiar un papel clave en la percepcion, la transduccion y el almacenamiento a largo

plazo de la informacién en el cerebro humano y en otros organismos.”

1.4 JUSTIFICACION

Las NPMs se encuentran presentes en el aire urbano, ocasionando efectos severos en la
salud como alteraciones en el sistema respiratorio, cardiovascular, cerebral, entre otros;
contribuyendo ademas al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. De esta manera
ocasionan un deterioro en la calidad de vida de la poblacion expuesta a este tipo de
polucién. Concretamente, se ha reportado que la BHE presenta un proceso regulatorio en
la permeabilidad de la membrana como una medida compensatoria, cuando se encuentra
bajo condiciones alteradas, impidiendo asi el paso de sustancias o particulas que puedan
generar variaciones al sistema. Sin embargo, una de las principales preguntas que surge
del descubrimiento de NPMs de origen externo en el tejido cerebral es si su presencia
compromete la permeabilidad de la barrera hematoencefélica cuando estas actdan como
sustancias xenobidticas, de tal manera que su penetracion pueda no ser regulada debido
a la existencia de mecanismos alterados patoldégicamente y esto a su vez tenga como

consecuencia la generacion de mayores efectos adversos. Otros factores de relevancia en
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esta problematica se encuentran intrinsecamente relacionados, como es la dependencia
del tiempo de exposicion de las NPMs, su nivel de concentracion en el tejido, ausencia de
revestimiento, agentes involucrados en su sintesis, etcétera.

Finalmente, como se ha logrado cotejar en el marco de informacion anterior, la investigacion
en la actualidad sigue siendo escasa en cuanto a la determinacion de la toxicidad de NPs
de hierro desnudas en tejidos o en modelos celulares que forman la BHE, lo que podria
contribuir a explicar su presencia en el tejido cerebral y evaluar su posible papel en la
neurodegeneracion.
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CAPITULO 2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

Las NPs de Fes;O. desnudas son capaces de ingresar y atravesar las células
endoteliales de la microvasculatura cerebral que conforman la barrera hematoencefalica
(BHE) a través del proceso de endocitosis; dentro de éstas células modifican
significativamente el metabolismo mitocondrial, alteran la integridad de la membrana,

provocan toxicidad y modifican la expresién de proteinas de las UE.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de internalizacion de las NPs de FesO4 en un modelo de BHE

constituido por una monocapa de células endoteliales microvasculares cerebrales.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar de NPs de Fes04 con y sin recubrimiento de SiO, mediante el método de
coprecipitacion.

2. Caracterizar ambos tipos de NPs mediante técnicas especificas de ciencias de
materiales.

3. Evaluar el potencial citotéxico de NPs en cultivos de rBMECs mediante la evaluacion
de la integridad de la membrana a través del ensayo LDH y evaluacion del
metabolismo celular mediante transformacioén de MTS.

4. Evaluar la internalizacién de las NPs de Fe;Os en la monocapa de rBMECs

cultivadas en el sistema Transwell® mediante TEM.
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CAPITULO 3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS

En el presente trabajo se consider6 un disefio de experimentos que permitiera recolectar
de manera adecuada los resultados de cada uno de los andlisis realizados, con el fin de
obtener informacién concreta, comparable y que permita evaluar la hip6tesis planteada. Asi
mismo, un éptimo tratamiento de los resultados permite verificar los objetivos especificos,
identificar factores influyentes, procedimientos o pruebas particulares, asi como optimizar

el manejo de los recursos y materiales disponibles.

Puesto que en este trabajo se desea evaluar el ingreso de NPMs a través de la BHE y su
posible efecto tdxico, se sintetizaran y utilizardn NPs FesOs de 12 nm de didmetro
aproximadamente, desnudas (como aquellas localizadas en el cerebro humano?). Asi
mismo, como control se decidi6 comparar con los efectos observados al emplear NPs
FesOs con un revestimiento de SiO,, ya que es reconocido que aumenta su
biocompatibilidad en sistemas biolégicos, disminuye su toxicidad y regula su capacidad de

dispersion.

Sintesis de NPs de Fe30..

El protocolo de sintesis adoptado en este trabajo involucra el método de coprecipitacion,
utilizando sales de FeCl.*4H,0 y FeCls*6H.O en una proporcion 2:1,” por consiguiente el
sobrenadante final se decantd6 magnéticamente para obtener el producto de NPs de
magnetita, al que posteriormente se sometié a lavados de agua destilada y secado a 60°C

(Fig. 7).
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propiedades magnéticas

Figura 7. Sintesis de NPs de Fe304 mediante coprecipitacion.

20



De acuerdo a la termodinamica en la reaccion, una precipitacion completa de FezO, es
esperada entre un pH 9y 14, mientras que se mantenga la relacion molar requerida bajo
un ambiente libre de oxigeno. De manera general, la reaccidn quimica de la precipitacion

de Fes04 se describe de la siguiente manera:

Fe2+ 2Fe3+ 8OH----- Fea0as + 4H20 (8)

Recubrimiento con SiO..

Posterior al secado, las nanoparticulas previamente sintetizadas con el protocolo anterior
fueron resuspendidas en agua destilada en un volumen de 100 mL por gramo obtenido de
Fes;04 y se afiadieron 50 mL de la solucién al 10% de tetraetilortosilicato acuoso (TEOS)
junto con 70 ml de alcohol. EI pH de la suspension se ajusté a 9.0 con NaOH.
Posteriormente se elevd su temperatura a 90°C manteniéndose en agitacién y alimentacién
constante de agua y alcohol durante 6 h.”® En seguida, la suspension se enfri6 a
temperatura ambiente y se llevo a cabo el proceso de lavado: dos veces con alcohol y seis
veces con agua destilada. El volumen de la suspension final se ajusté a 100 ml con agua
destilada (Fig. 9).
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Figura 9. Proceso de recubrimiento de Fez04 con SiOa.
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3.2 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

La caracterizacion estructural se llevé a cabo con Difraccion de rayos X y Espectroscopia
Raman debido a que entre sus principales ventajas se encuentra que las mediciones
realizadas sobre la muestra no son destructivas, otorgando informacion vasta referente a

sus propiedades.

Difraccion de Rayos X (DRX)

Posterior al proceso de sintesis y recubrimiento, se obtuvieron NPs de Fe;0.@SiO2 y NPs
de FesO4 desnudas las cuales fueron caracterizadas mediante un difractometro con
radiacion de Cu Ka (A= 0.15405 nm) SmartLab Rigaku bajo condiciones ambientales,
debido a que es una de las técnicas mas usadas en la caracterizacion estructural puesto
gue permite obtener informacion tal como estructuras cristalinas, tamafio de grano,
identificacion de fases, entre otros. Al incidir un haz de rayos X sobre una estructura
cristalina, se puede conocer su ordenamiento periédico a través a de la interferencia
generada por la radiacion incidente sobre los &tomos del material. La interferencia generada
es de tipo constructivo produciendo diferentes reflexiones con direcciones e intensidades
especificas, estas reflexiones reciben el nombre de reflexiones de Bragg.

Donde A es la longitud de onda de la radiacion incidente, dna es la distancia entre los planos
atémicos hkl y © es el angulo de difraccion respecto al plano en el cual se logra una
interferencia constructiva.”” Para identificar las fases presentes en un difractograma
obtenido a partir del andlisis de difracciobn por rayos X de una muestra se utiliza la
informacion de la intensidad de los picos y la ubicacion de los mismos en el eje 26,
posteriormente estas medidas son introducidas en la base de datos Powder Diffraction File

(PDF) en donde se encuentra la informacién reportada de materiales analizados.

Refinamiento Rietveld

El método de Rietveld es una técnica utilizada para ajustar un difractograma experimental
a partir de un difractograma calculado, adaptando las intensidades de las diferentes
reflexiones del parametro de difraccion teorico, dicho ajuste se lleva a cabo empleado la
aproximacion de minimos cuadrados. Con la implementacion de esta técnica se pueden

encontrar los parametros cristalograficos del material analizado.
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Empleando el programa Powder Cell se realiz6 el refinamiento con el fin de encontrar el
porcentaje de cristalinidad en Fe:0s y Fes04s@SiO2, asi como sus parametros
cristalograficos. El tamafio promedio del cristal se estim6 usando la ecuacion de Scherrer:

T = KA/(Bcos9) (1)

donde K es el factor de forma con un valor de 1, A es la longitud de onda (0.154 nm), B es
el ancho a la altura media (FWHM, Full Width Half Maximum por sus siglas en inglés) y 6

es el &ngulo de Bragg.

Espectroscopia Raman

Asi mismo, la espectroscopia Raman se obtuvo en un espectrofotometro Shimadzu
IRTracer 100, la cual es una técnica espectroscépica empleada para el andlisis cuantitativo
de practicamente cualquier material, ya sea organico o inorganico. El procedimiento de
analisis se lleva a cabo cuando un haz de luz monocromatico incide sobre la muestra,
dispersandose de manera elastica, es decir cuando la frecuencia del foton incidente y
emitido es la misma (dispersion Rayleigh) en su mayor parte, sin embargo existe una
cantidad de luz que ha sido dispersada inelasticamente, y por tanto presenta un cambio en
su frecuencia.’”® Estos cambios en la frecuencia son caracteristicos de la naturaleza quimica

y del estado fisico de la muestra.

Para la preparacion de las muestras previa a su analisis en ambas técnicas, fueron secadas
a 60°C durante 24 h y posteriormente pulverizadas por medio de un mortero de agata. Para
la técnica de Rayos X, las muestras fueron recolectadas y colocadas en un portamuestras
para ser analizadas. En espectroscopia Raman un trozo de cinta doble cara fue colocado
al portamuestras y posteriormente fue adicionada una pequefia cantidad de analito por

medio de una espatula de plastico para evitar pérdidas por adherencia del material.
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3.3 CARACTERIZACION MORFOLOGICA
Mediante las técnicas de caracterizacion en SEMy TEM se obtienen imagenes aumentadas
(en TEM con una mayor resolucion) de una muestra que permiten conocer informacion

acerca de su microestructura, morfologia y composicion.

Microscopia Electronica de barrido (SEM) y Microscopia Electrénica de Transmision
(TEM)

Microscopia Electrénica de barrido (SEM)

Al incidir sobre la muestra el haz de electrones se generan diferentes tipos de radiacion de
los cuales generalmente son empleados los electrones secundarios y los retrodispersados.
En el primer caso es resultado de la interaccién del haz con la banda de conduccion de la
muestra, generando asi imagenes topograficas del material. En el segundo caso es
producido por la interaccién del haz con los atomos del material y la dispersion generada
se encuentra estrechamente relacionada con el nimero atémico del &tomo en el que los
electrones inciden.

La morfologia y tamafio de particula de cada muestra como primer andlisis se caracterizé
por microscopia electrénica de barrido (SEM) utilizando un Microscopio Electrénico de
Barrido de Haz Doble (FIB/SEM) FEI-Helios Nanolab 600, que consta de un cafién de
electrones con su Gptica, camara de muestras, circuito de vacio, electrénica de deteccion y

registro de imagen.”®

Microscopia Electrénica de Transmisién (TEM)

En TEM, un haz de electrones de alta energia (300 keV) atraviesa una muestra menor a los
150 nm, alterando varias propiedades fisicas del haz de electrones que pueden ser
recopiladas por diversos detectores. De acuerdo al funcionamiento de la lente objetiva
tenemos dos modos de operacion del instrumento: en modo imagen y en modo difraccion.
Asi mismo, al interaccionar el haz de electrones con la muestra, esta Gltima emite rayos X
caracteristicos que son colectados por un detector EDS OXFORD especial.

De acuerdo a las técnicas en las que el TEM se especializa se destacaran 3 de ellas para
el proposito de la investigacion en un equipo JEOL ARM200-Fen modo de

operacion STEM.
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En la técnica de Campo Claro se obtienen micrografias (en forma de un “positivo”) que
poseen una resolucién mayor que la Microscopia de Barrido (SEM), pero que dificulta
mucho distinguir los materiales encimados o muy aglomerados, por lo que sélo se
recomienda para una muestra con material muy disperso o separado. A su vez, la técnica
de Contraste Z, se obtienen micrografias cuyas zonas mas brillantes corresponden a una
gran cantidad de materia (mayor densidad o mayor nimero atomico), que en principio se
podria cuantificar. Es recomendada para estudios de morfologia o de estadistica de las
nanoestructuras. La técnica de alta resolucién (HRTEM) permite tener micrografias con
resolucion atomica (1.8 A), siempre y cuando el material tenga zonas o bordes bien aislados
y delgados (menores a los 50 nm de espesor), cuya localizacién se oriente en un eje de

zona “amplio”. Confirmandose la estructura cristalina del objeto.®°

En el proceso del tratamiento de las muestras para ambas técnicas tal como en el apartado
anterior, las dos muestras (Fe3:0s y Fes0.@SiO,) fueron secadas (60°C, 24h) y
posteriormente pulverizadas. Posteriormente se tomaron alicuotas de cada una para llevar
a cabo diluciones en alcohol isopropilico para obtener soluciones cercanas a la
transparencia, de tal manera que presentaran una nitidez similar. Finalmente fueron
llevadas a sonicacion a temperatura ambiente durante 5 min y posteriormente se afiadieron
por medio de la técnica de goteo 10 pL de estas soluciones a rejillas de Cu para microscopia
electrénica de transmisién, manteniéndose en un periodo de secado de 1 h.

Por dltimo, para evaluar el tamafio de las NPs sintetizadas se llevé a cabo su analisis a
partir de la medicion de micrografias obtenidas por TEM mediante el software ImageJ®
(version 1.51j8, Wayne Rasband, USA) en el que posterior a la calibracion y la escala de la
micrografia se determiné el diametro de cada NP a partir de su medicion transversal
considerando sus bordes como puntos de inicio y final del tamafio estimado de una
morfologia semiesférica. Se realizaron alrededor de 150 mediciones por muestra para

obtener el diametro promedio y su respectiva desviacion estandar.
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3.4 CARACTERIZACION SUPERFICIAL

Como se ha observado anteriormente, las caracteristicas intrinsecas a FesOs estan
determinadas por su estructura quimica, es por ello que los analitos deben analizarse con
una técnica de alta sensibilidad que permita determinar su estado quimico asi como su
estructura electrénica elemental. La carga eléctrica presente en el material es de gran
importancia para determinar si una NP puede interaccionar con el medio en el que se

encuentra inmerso.

Espectroscopia de Fotoelectrones emitidos por Rayos X (XPS)

Su funcionamiento se basa en el efecto fotoeléctrico. Un haz de fotones de rayos X con
energia conocida incide sobre el material excitando los electrones de los niveles mas
profundos. La energia incidente excede a la energia de enlace del material y los electrones
salen liberados con una energia cinética que es detectada y convertida en una sefial digital
(espectro). Asi, a través de la relacion en la ecuacion de Einstein se obtiene informacion

de la energia de enlace de los elementos que componen la superficie:
KE = hn — EB (12)

donde valor de h es conocido y en este caso es de 1486.7 eV que corresponde al &nodo
de aluminio que emite los rayos X. KE es la energia cinética detectada por el analizador y
EB es la energia de enlace del electrén o fotoelectron, nombrada de acuerdo al proceso por
el que fue liberado.®! Las mediciones de espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS)
se llevaron a cabo en el equipo PHI 5000 VersaProbe |l. Los espectros de nivel de nicleo

de Fe2p, Si2p, y Ols se registraron a partir de los compuestos Fez0.y Fe;0.@SiO..

Para el tratamiento de las muestras al igual que en apartados anteriores fueron requeridas
en polvo, procediendo a su fijacion en el portamuestras por medio de una cinta doble cara
de Cu de dimensiones 0.5 cm x 0.5 cm. Posteriormente las muestras fueron colocadas en

la precamara del equipo durante 24 h aproximadamente a una presion de 10° Pa.

Potencial Z
Para efectos de liberacion de farmacos tal como se menciond en el referente de
aplicaciones biomédicas, el mecanismo de la captacion celular de nanoparticulas esta

dirigida por un proceso de dos pasos. La fijacion superficial inicial a la membrana celular es
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seguida por la etapa de internalizacion.®? Teniendo en consideracion tal procedimiento, es
posible que la internalizacion de NPs de Fes:O. sintetizadas en el presente estudio
presenten un comportamiento similar cuando interaccionan en un sistema biolégico como
es el cultivo en monocapa de rBMECs. Es por ello que el Potencial Z es una herramienta
importante para comprender el estado de la superficie de las NPs y predecir su estabilidad
a largo plazo.

Las mediciones del potencial Zeta se realizaron en un Malvern Zetasizer Nano ZS (laser
He-Ne 633 nm, maximo 4 mW) con un angulo de dispersion de luz de 173 °. Posteriormente
los datos fueron registrados por Malvern Zetasizer Software version 6.20. Las mediciones
fueron realizadas por triplicado a una temperatura de 25 °C. &

Las muestras fueron diluidas en medio de cultivo DMEM libre de indicador rojo fenol a
concentraciones de 15, 40 y 100 pg/mL para su analisis sin filtracién. Posteriormente cada
muestra fue sometida a sonicacion para lograr una mayor dispersion del material durante 5
minutos. Finalmente 600 puL de cada analito fueron depositados en la celda de medicion
del equipo para su andlisis.
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3.5 CARACTERIZACION MAGNETICA

La magnetizacion de una muestra de material se obtiene por medio de la medicién de su
momento magnético en funcién del campo aplicado o en funcién de la temperatura, dichos
valores se dividen entre el volumen o la masa de la muestra utilizada. Para la medida del
momento magnético en funcién del campo aplicado se parte de un campo de magnitud
cero, el cual se incrementa hasta un valor maximo, posteriormente el campo invierte su
magnitud hasta llegar primero a cero y continuar hasta un valor igual al valor maximo pero
de magnitud negativa, finalmente el campo cambia de nuevo su polaridad a positiva
pasando de nuevo por cero, hasta llegar al valor maximo positivo del inicio. De esta manera

se obtiene la curva de histéresis del material.

Sistema de Mediciéon de Propiedades Fisicas (PPMS)

Las medidas de magnetizacion a temperatura ambiente en funcion del campo aplicado se
efectuaron empleando un magnetémetro VersaLab 3 Tesla, PPMS (Physical Property
Measurement System) de Quantum Design, cuyo portamuestras con el espécimen de
estudio esta contenido en la varilla de sujecion de muestras y se ubica en medio de un
campo magnético constante, al mismo tiempo que el motor transmite un movimiento lineal
a la muestra en torno al centro de las bobinas sensoras que captan el cambio en el flujo
magnético producido por dicha vibracién, de esta forma las bobinas sensoras producen una

sefial que es proporcional a la magnetizacion de la muestra.

Para ésta caracterizaciébn no fue requerida una preparacion previa en las muestras,
Unicamente se colocaron 0.020g de analito en el portamuestras el cual posteriormente fue
sellado, llevandose a cabo su analisis. Finalmente se tomaron medidas de magnetizacion
a temperatura constante para las muestras en polvo en funcion del campo aplicado (0 £
2500 Oe).
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3.6 CONDICIONES DE CULTIVO DE LAS RBMECs

Cultivo celular

Una reserva criogénica que contenia aproximadamente 1x10° células de rBMEC (rat Brain
Microvascular Endothelial Cells, por sus siglas en inglés), fueron descongeladas mediante
la técnica de deshielo.

Una vez descongelado, el criovial con células se suspendié suavemente en solucion
amortiguadora fria de fosfatos (PBS) libre de Ca++ y Mg++, pH=7.4 Posteriormente fueron
centrifugadas a 1000 rpm durante 5 min.

El sobrenadante fue descartado y el boton conteniendo las células fue resuspendido en
medio ECM (Endothelial Cell Medium, ScienCell) y luego depositadas en un frasco de 75
cm? cubierto previamente por una matriz de fibronectina al 2%, realizando el cambio de
medio de cultivo cada 4 dias y permaneciendo en incubacién a 37°C, bajo una atmdsfera
humidificada al 90% con 5% de CO, hasta que las células alcanzaron una confluencia del
80%.

Asi mismo, para el cultivo celular asi como para los ensayos de citotoxicidad, los medios
de cultivo para las rBMEC se suplementaron con suero fetal de bovino (FBS) al 2%,
suplementado con factor de crecimiento ECGS (5 mL) y solucién de penicilina
lestreptomicina P/S con 10,000 pug/mL de penicilina y 10,000 pg/mL de estreptomicina
(SciencCell).

Subcultivo celular

Posterior a que las células cultivadas alcanzan una confluencia del 80%, éstas son
subcultivadas con el propésito de generar una mayor cantidad de células. El procedimiento
a seguir requiere la remocién del medio celular ECM en el que las células se encuentran
inmersas, éste fue eliminado por medio de aspiracidbn aséptica con bomba de vacio,
subsecuentemente se llevaron a cabo lavados con solucién salina tamponada con fosfato
PBS pH 7.5 (5mL) libre de Ca++ y Mg++, pH=7.4 a temperatura ambiente, la cual a su vez
es removida para adicionar 4 mL de tripsina 1X manteniéndose en incubacion durante 10
minutos hasta observar el desprendimiento de las células en un microscopio invertido.
Posteriormente se adicionaron 4 mL de PBS con FBS al 2% para detener la accién de la
tripsina, llevandose a centrifugacion a 1000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante fue

descartado y el boton conteniendo las células fue resuspendido en medio ECM. La cantidad
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de células en el medio ECM fueron ajustadas por medio de conteo por hematocitometro a
una densidad promedio de 0.5 x 106 células/mL, las cuales fueron depositadas en un frasco
de 75 cm? cubierto previamente por una matriz de fibronectina al 2%, realizando el cambio
de medio de cultivo cada 4 dias y permaneciendo en incubacion a 37°C, bajo una atmésfera
humidificada al 90% con 5% de CO, hasta que las células alcanzaron una confluencia del
80% para dar lugar nuevamente al subcultivo celular. Sin embargo, debido a que las células
rBMEC son pertenecientes a un cultivo primario poseen un nimero limitado de pases o
subcultivos (5 pases/cultivo), puesto que posterior a estos es posible que las células lleguen

a diferenciarse, perdiendo asi sus caracteristicas y funciones esenciales.
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3.7 EVALUACION DEL POTENCIAL TOXICO DELAS NPS DE FE304 SOBRE LAS CELULAS DEL
ENDOTELIO MICROVASCULAR DEL CEREBRO:

Determinacién del efecto de las NPs sobre la integridad de la membrana mediante la
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

A fin de determinar el efecto de las NPMs de Fe304y Fe;0.@SiO- sobre la integridad de la
membrana de las rBMECs se realiz6 el ensayo colorimétrico basado en la determinacion
de la actividad de la enzima LDH (Citotoxycity Detection Kit LDH 11644793001, Roche®).
La cantidad de células en el medio ECM fueron ajustadas por medio de conteo por
hematocitdmetro a una densidad de 1 x 10* células/mL, las cuales se colocaron en una
placa de microtitulaciébn de 96 pocillos, siendo incubadas durante 24 h para lograr la
adherencia celular en los pocillos. Antes del ensayo, el medio de cultivo ECM fue
reemplazado por DMEM de alta glucosa, HEPES, libre de indicador rojo fenol junto con la
adicion de NPMs en concentraciones que variaron de (1-100 pg/mL) las cuales fueron
afiadidas a los pozos que contenian células. Para el andlisis se incluyé un control positivo
gue consta de células con solucién de lisis (Tritén X-100 al 2% en medio DMEM), un control
negativo con células en medio DMEM y un blanco con medio DMEM. Las células fueron
entonces incubadas con los dos tipos de NPs por separado durante 24 h, a 37°C, 5% de
CO2 y 90% de humedad.

Al término del periodo de exposicion, se tomd una alicuota de 50 pyL de cada uno de los
pozos y fueron colocados en una nueva placa de 96 pozos. Finalmente, se agregaron 50
ML de solucidn de sustrato a cada pocillo de acuerdo a las especificaciones del fabricante,
incubandose a 37°C, 5% de CO,y 90% de humedad durante 30 minutos.

La absorbancia a 490 nm se midié con un lector de microplaca, restando la longitud de onda
de referencia de 630 nm a las muestras. Asi mismo, cada experimento fue realizado por
triplicado. Los resultados de citotoxicidad son expresados en relacion con la liberacion de
lactato deshidrogenasa basal por células de control no tratadas. Los experimentos se

realizaron por triplicado y los resultados se analizaron por ANOVA de una via.
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Evaluacién del metabolismo celular (mitocondrial) mediante ensayos de reduccion
de MTS.

OCH,COQOH -
2 SO; OCH,COOH 803
LT
/ N
N=N ® .S CHs N-N

e N

MTS > Formazan

Figura 13. Estructura de MTS tetrazolio y su transformacion a producto
formazan (Tomada de Promega, 2012).

La prueba utilizada fue un ensayo colorimétrico utilizando el reactivo de tetrazolio (MTS: 3—
(4,5—dimethylthiazol-2—-yl)-5—(3—carboxymethoxyphenyl)—-2,4sulfophenyl)-2H-tetrazolium)
Promega®. Para esta prueba se utilizaron placas de 96 pozos y se sembraron 1x10° células
por pozo de acuerdo a lo recomendado por el fabricante. Se permitié su adherencia en la
placa durante 24 horas, posteriormente se realiz6 el cambié el medio a DMEM libre de fenol
junto con el estimulo, el cual consta de diferentes concentraciones de NPMs (1-100 pg/mL)
manteniendo un tiempo de exposicion con las NPs de 24 h més. El grupo control consistio
en células mantenidas en medio de cultivo y no tratadas. Transcurrido ese tiempo se
adiciond el reactivo MTS seguln las recomendaciones del fabricante, incubandose a 37°C,
5% de CO; y 90% de humedad durante 2 h. Finalmente la cantidad de formazan producido
fue medido por absorbancia a 490 nm por medio de un lector de microplaca, dicha medida
es directamente proporcional al namero de células vivas en el ensayo. Ademas, se resto la
longitud de onda de referencia de 630 nm a las muestras, debido a que ésta respuesta
puede ser el resultado de la interferencia quimica de ciertos compuestos con reacciones de
reduccion de tetrazolio. Los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se

analizaron por ANOVA de una via.
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3.8 ENSAYOS DE INTERNALIZACION DE LAS NPMs EN LAS RBMECSs.

Preparacion de las células para su analisis por TEM.

Para determinar el tipo de interaccion que ocurre entre las NPMs y las células endoteliales,
las rBMECs fueron cultivadas en la camara apical de un sistema Transwell®. Brevemente,
para el proceso de preparacion de la muestra con un protocolo modificado de # las células
fueron sembradas en una densidad de (5x10° células/pozo) en la cAmara apical de placas
Transwell de 6 pozos con membrana de poliéster y tamafio de poro de 0.45um. Los insertos
fueron recubiertos previamente con una matriz de fibronectina al 10%. En la camara
basolateral del sistema Transwell se adicionaron 3 mL de ECM para mantener el cultivo en

condiciones adecuadas de humedad y nutrimentos tal como la muestra la figura 14.

Figura 14. Representacion de un modelo de barrera biolégica in vitro basado en
Transwell (Dong, et. al., 2015).

La placa fue llevada a incubacion bajo las condiciones anteriormente sefialadas durante
24h, donde el cultivo no fue manipulado para asegurar la formacién de la monocapa en la
membrana. Subsiguientemente se realiz6 el cambio de medio ECM cada 4 dias hasta llegar
al 100% de confluencia (5-6 dias), posterior a este periodo las células permanecieron 48 h
mas en incubacion para la formacién de uniones estrechas (Fig.15). Posteriormente se
realiz6 un cambio de medio ECM a cultivo DMEM alta glucosa, HEPES, libre de indicador
rojo fenol (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) con el estimulo, el cual consta de
diferentes concentraciones de NPMs (5 y 40 ug/mL) manteniendo un tiempo de exposicion
con las NPs de 24 h. El grupo control consistio en células mantenidas en medio de cultivo
DMEM vy no tratadas. Para un mejor andlisis de imagen, es importante eliminar las NPs y

soluciones de ambas camaras de cada Transwell antes de realizar la fijacion, por lo que
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después de la incubacion, las células se lavaron completamente con PBS y se fijaron con
glutaraldehido al 4% en PBS a 4°C durante 23 h. Posteriormente se lavaron con buffer PBS
y se afiadio 1% de tetroxido de osmio (OsOs4) a la monocapa celular durante 1 hora,
agregando 0.5 mly 1.5 ml a la cAmara apical y basolateral respectivamente. Después de la
eliminacion de OsOQ., el tampon de fosfato Sorensen se aplicé para lavar durante 10 min,
siguiendo asi la deshidratacion de las monocapas celulares con etanol en diferentes
tiempos de inmersion y concentraciones: 30, 50, 70, 90 y 100%. Seguido de la
deshidratacién, las monocapas se embebieron con una mezcla de epoxi resina (Spurr) y
etanol (1:1 v/v) durante 1 hora, seguido de 2 horas en resina epoxi completa al 100% para
su incrustacion a 37°C que posteriormente se reemplazd por resina fresca para ser
polimerizada a 65°C durante 24h. Se cortaron secciones ultrafinas de los bloques celulares
(70-80 nm), obteniéndose secciones integrales que se obtuvieron como trapezoidales. Para
el montaje de secciones, se emplearon rejillas de cobre de 3.05 mm de diametro que a
continuacién se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se observaron con un
microscopio electrénico TEM, JEOL 200 CX, Lanbama, IPICyT.

Compartimento apical

— Monocapa de células

Compartimento Filtro microporoso

basolateral

Figura 15. Esquema de una monocapa celular en un soporte permeable para propiciar la formacion de
uniones estrechas. (Tomado de Clemente,2007)
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Analisis de la interaccion de las NPs con las rBMECs mediante TEM utilizando el
sistema Transwell®

El microscopio electrénico de transmision fue operado a 100 kV. Antes de encender el
instrumento, se preparo nitrégeno liquido con el fin de equilibrar la temperatura de la camara
de la columna de electrones. Asi mismo se alinearon sucesivamente la apertura del
condensador, apertura del objetivo, lente objetivo, y el haz de electrones. Las rejillas se
cargaron primero en el receso circular de la punta del portamuestras y se insertaron en la
camara de la pistola de electrones. Finalmente para la adquisicién de imagenes, los objetos
de interés se fotografiaron a niveles de aumento mas altos con el fin de ilustrar las

caracteristicas morfolégicas de las muestras en diferentes campos de vision.

Determinacién de la capacidad de transitosis de las NPs a través de la monocapa de
rBMECs: Técnica de plasma de acoplamiento inductivo (ICP) con espectrofotometro
de emision éptica (OES).

Debido a que se pretende analizar el mecanismo que valga como ruta a las NPMs para
ingresar al SNC mediante BHE, cabe la posibilidad de que éstas NPs atraviesen la
monocapa, la cual actia en éste analisis como modelo de la BHE. Es por ello que su
determinacién es imprescindible en secciones donde éstas NPs no fueron situadas en
primera instancia, como es el medio de cultivo DMEM de la camara basal cuando se lleva
a cabo su exposicion en la monocapa. La técnica propuesta para realizar este proceso es
a partir de un Espectrofotometro de emision 6ptica de plasma acoplado inductivamente
(ICP-OES) Modelo 738 Marca Varian, la cual puede determinar cantidades de elementos
presentes en el medio en un rango de concentraciones de partes por billon (ppb).

En esta técnica, la introduccién continua de la muestra liquida y un sistema de nebulizacion
forma un aerosol que es transportado por el Argén a la antorcha del plasma, acoplado
inductivamente por radio frecuencia. En el plasma, debido las altas temperaturas
generadas, el medio de cultivo es atomizado e ionizado generandose los espectros de
emision atomicos de lineas caracteristicas los cuales son dispersados por la red de
difraccidn y el detector sensible a la luz mide las intensidades de las lineas cuya informacion
es procesada por el sistema informéatico.

Para la preparacion de la muestra en ICP, se tomd una pequefia alicuota de medio de
cultivo DMEM (0.5 mL) perteneciente al adicionado en la camara basal del modelo BHE
tanto de los ensayos con tratamiento como de los blancos. Posteriormente el analito fue

digerido para obtencion del Fe mediante una solucion de H.SO4 al 2% (10 mL).
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

Difraccion de Rayos X (DRX)

La estructura cristalina de las NPMs de Fe3;O4 con y sin recubrimiento se caracterizé por
difraccién de rayos X. En los patrones de difraccién obtenidos se determiné que el polvo
del analito esta compuesto por dos fases diferentes: magnetita y maghemita (Figura 16ay
16b), las lineas verticales corresponden a las posiciones reportadas en los datos de JSCD
(99-0073) y (39-1346) correspondientes a magnetita (Fes0.1) y maghemita (y-Fe20s)
respectivamente. Los analitos muestran un buen ajuste con los valores de espaciado d en
la red cristalina de picos significativos. El difractograma de la forma cubica de y-Fe;Os es
semejante al de FesO4 con algiin cambio de linea hacia angulos mas altos.®® Los picos de
difraccion pertenecientes a FesO. en a 26 son: 18.29, 30.07, 35.42, 37.05, 43.05, 53.45,
56.93y 62.52, los cuales corresponden a los planos (111), (220), (311), (222), (400), (422),
(511) y (440), respectivamente. Mientras que para la y-Fe>O3 se obtiene un buen ajuste con
los picos en 18.37, 30.22, 35.60, 37.24, 43.27, 53.69, 57.23 y 62.57 que dan
correspondencia a los planos (111), (220), (311), (222), (400), (422), (511) y (440) indicando
para ambas fases un Oxido estructurado cubico de tipo espinela.®® Asi mismo, para
determinar el porcentaje de cada fase presente en el material se llevé a cabo por
refinamiento de Rietveld, obteniendo que Fesz04 se encuentra en mayor proporcién con
respecto a y-Fe;O3; en ambas muestras (Tabla 1). La inestabilidad intrinseca de la NPs de
Fes04, la cuales al entrar en contacto con el aire o al encontrarse inmersas en un medio
acuoso tienden a oxidarse con mayor facilidad, llevando a cabo su transformacién a fase
maghemita. En la muestra cuya superficie fue modificada, se considera que hay poco efecto
del recubrimiento de SiO. en la estructura cristalina de la FesO, debido a que en la
determinacion de su respectivo patron de difraccion se realizé mediante angulos por
encima de los 15 grados y la aparicion de picos significativos para SiO; ocurre en 23.35,
por lo que para su completa deteccion era necesario llevar a cabo su andlisis a bajos
angulos, siendo ésta caracteristica en los resultados obtenidos una limitante para la
determinacion de picos significativos en la muestra mediante la técnica convencional (Fig.

16a). Finalmente, el tamafio de cristal para FesOs y Fe;s0.@SiO, adquirié un valor de 15
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nm, por lo que se considera que no hay un cambio en el tamafio del cristal en Fez0a
independientemente de si presenta o no un recubrimiento (Tabla 2).8 Este resultado que
guarda relacion con los espectros reportados, dado que para llevar a cabo el recubrimiento
con SiO; se emplean los mismos nucleos de FesOa, por lo tanto el tamafio del cristal para

la Fez04 no resulta modificado.
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Figura 16. Patrones de DRX de (a) Fe3O4 y (b) FesOs@SiO2 analizados por tamafio y comparados
con las tarjetas (c) JCPDS 99-0073 y (d) JCPDS 39-1346 para Fes3O4 y Fe203 respectivamente. La
adicion de revestimiento en FesOs @ SiO2 no altero el patron de difracion. Los respectivos indices de
Miller de cada pico se representan entre paréntesis.

Tabla 1. Porcentajes obtenidos por refinamiento de Rietveld de las fases identificadas en Fe3Osy FesO4@SiO-.

Muestra Fes0a4 y-Fez0s
FesO4 97.2% 2.8%
Fes04@SiO: 95.6% 4.4%
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La conversién de magnetita a maghemita es usual en la naturaleza, por ser estas dos
fuentes minerales de hierro abundantes en la tierra. En casi todos los tipos de rocas donde
se producen oxidos de hierro, la sustitucion mutua de magnetita y maghemita se lleva a
cabo a través de reacciones redox (reduccién-oxidacion) y reacciones hidrotérmicas en
medios acuosos. Fe,O3 contiene tan solo hierro con un estado de oxidacién Fe*" (férrico) lo
que la hace estable ante la presencia de oxigeno, pero se reduce a magnetita en presencia
de hidrogeno o materia organica. Por su parte la magnetita contiene hierro en dos estados
de oxidacion Fe®'y Fe?* (férrico y ferroso) siendo mas inestable en presencia de oxigeno,

produciendo su transformacion a través de una reaccién de oxidacién a maghemita. &

Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman ha surgido como una herramienta versatil para la caracterizacion
de nanoestructuras de 0xido, especialmente cuando no se puede confirmar la formacion de
una fase particular tras el analisis semicuantitativo por medio de difraccién de rayos X, o
bien para corroborar que dicha informacion es auténtica, como es el caso de las fases

presentes en las muestras de este proyecto.

En los resultados obtenidos por espectroscopia Raman para las NPMs, puede observarse
en la Figura 17a una banda intensa a ~ 650 cm™, la cual puede atribuirse al modo de
vibracion A4 de estiramiento simétrico de atomos de oxigeno a lo largo del enlace Fe-O
el cual es correspondiente a la fase Fe304878 De acuerdo a las otras sefiales presentes en
los espectros, diversas investigaciones sefialan que las bandas localizadas alrededor de
717 (A1g), 520 (T2g) ¥ 357 (Eg) cm™® son asociadas con y-Fe;03.% Por lo tanto, las NPs estan
compuestos por fases de magnetita y de maghemita, resultado con el cual se puede
confirmar la presencia de dichas fases en esta caracterizacion tal como se habia expuesto
previamente por difraccion de rayos X. Sin embargo, se desconoce si la maghemita se
encuentra presente debido a un proceso de oxidacién posterior a la sintesis de las NPs o
bien si esta fase forma parte desde el proceso de coprecipitacion. Adicionalmente para la
muestra de Fe;0.@SiO,, se confirma al igual que en los patrones de difraccion que la
cantidad de recubrimiento no es lo bastante significativa como para generar la aparicion de
bandas caracteristicas pertenecientes a SiO, por lo que Unicamente se observa un ligero
desplazamiento posicional de las bandas anteriormente sefialadas tanto para FesO4 como

para y-Fe,O3 (Figura 17 b).
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Figura 17. Espectroscopia Raman de (a) Fe3Os y (b) FesO4 @ SiO2. De forma similar a DRX, las bandas
encontradas en Raman a ~ 650 cm™ se refieren a Fe304 y aproximadamente a 717 (Alg), 520 (T2g) y
357 (Eg) cm* que pertenecen a Fe20a.
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4.2 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Microscopia Electronica de barrido (SEM) y Microscopia Electronica de Transmision
Se tomaron imagenes de las muestras con el fin de evaluar la morfologia, dispersion y
homogeneidad del material particulado y disperso en las rejillas de Cu para su visualizacion.
En la figura 18 se observan micrografias de la magnetita en polvo sin recubrimiento
mediante ambas técnicas de caracterizacion morfologica, empleando una perspectiva
general mediante la caracterizacion por SEM (18a), mientras que para determinar las
caracteristicas del material con mayor detalle fueron analizadas mediante TEM (18b y 18c).
Para la relacion molar empleada se aprecian como productos nanoparticulas de un
diametro alrededor de 8.45 nm + 0.14 en caracterizacién en TEM, los cuales poseen una
forma euhedral manteniendo una relacion de aspecto mostrado en 18b, estos resultados
concuerdan con la descripcion del material encontrado en el trabajo de Maher et al. %, por
lo que pueden ser consideradas como NPs viables para su evaluacion toxicologica e
internalizacién. Asi mismo, de manera visual es posible determinar si la muestra es
morfolégicamente homogénea mediante su periodicidad. La micrografia obtenida en modo
STEM (18c) muestra la resolucién atébmica donde se puede observar el arreglo cristalino de
las NPs. Los espaciamientos interplanares cuyos valores son 4.957 y 2.971A corresponden
a las distancias interplanares de las familias de planos {111} y {220} de Fes0O, (JCPDS 99-
0073).

De igual manera para Fe;0,@SiO; su caracterizacion se llevé a cabo mediante ambas
técnicas de caracterizacion morfolégica empleando una perspectiva general mediante la
caracterizacién por SEM (19a) y para observar las caracteristicas del material con mayor
detalle se observan en TEM (19b y 19c) donde las nanoparticulas obtenidas presentaron
un diametro promedio en TEM de 14.33nm + 0.12, especulandose que el incremento de
tamafio se deba al recubrimiento empleado (Fig.19b y 19d). Ademas, en su periferia
presentan una morfologia que se aproxima a un tipo de grano semiesférico de forma

irregular.
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Figura 18. Micrografias electronicas de transmision y barrido de muestras de Fez04, que identifican un tipo
de morfologia de particulas angulares de tipo euhedral (particulas de “a” se muestran con mayor aumento
en “b”). ¢c) Amplificacién de NPs realizada mediante STEM. La imagen muestra el arreglo atdmico, donde
se sefialan los espacios interplanares de 4.95 y 2.97A, correspondientes a los planos {111} y {220} de
Fe304. d) histograma de distribucion de tamafio promedio 8.45 nm * 0.1 ajustado a una distribucion

Por otra parte, mediante la técnica de Contraste Z se observa en la figura 19c una zona
mas brillante en la micrografia, que de acuerdo a la resolucion empleada asi como el
tamafio promedio que poseen las NPs recubiertas, es correspondiente al nlcleo de FesO0a,
ya que presenta un mayor nimero atémico en comparacion con el SiO2, por lo que puede

corroborarse que las NPs de Fes;04 se encuentran recubiertas con SiO..
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Figura 19. Micrografias electrénicas de transmisién y barrido de muestras de Fez04@SiO2, que identifican
un tipo de morfologia de particulas semiesféricas (particulas de “a” se muestran con mayor aumento en “b’).
c¢) Micrografia de NPs realizada mediante TEM bajo la técnica de contraste Z, el cual depende directamente
del nimero atémico. d) histograma de distribucion de tamafio 14.33nm + 0.12 ajustado a una distribucion
logaritmica normal (linea roja).

Tabla 2. Valores obtenidos para la determinacion del diametro (en nm) de las NPs a partir de TEM, SEM y DRX
correspondientes a (a) FesO4 y (b) FesO1@SiO2.

Muestra Técnica de analisis

Fes0q 8.45 +£0.14 11.41 +0.17 15.04 +0.01
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4.3 CARACTERIZACION SUPERFICIAL
Espectroscopia de Fotoelectrones emitidos por Rayos X (XPS)

Mediante bases de datos como NIST XPS, Thermo Scientific XPS® y CasaXPS®, el
andlisis de composicion de superficie mediante un espectro de inspeccién en ambos
analitos de FesO. y Fes04.@SiO: (Fig. 20a y 20b) evidencié claramente la presencia de
picos caracteristicos correspondientes a FeszOs, que posteriormente mediante alta
resolucion se determiné que son asociados a Fe (2p*?) en 711.76 eV y Fe (2p*?) a 725.3
eV. Adicionalmente en el mismo analisis se determind la aparicion de picos satélites, los
cuales fueron atribuidos a y-Fe»O3, indicando que una parte de la muestra se encontraba
oxidada (Fig. 20c).2° Sin embargo, debido a que en este andlisis Unicamente los picos
satélites hace evidente la presencia de esta fase en el espécimen, se presume que tal fase
puede encontrarse en la superficie de las particulas, puesto que la cantidad hallada tanto
en esta caracterizacion como en difraccion de rayos X no supone una concentracion mayor,
por lo tanto es posible que no se encuentre inmersa en la estructura de la nanoparticula, lo
cual se confirma a su vez mediante STEM donde se observa una homogeneidad vy
periodicidad en los &tomos de la nanoparticula. Finalmente, para confirmar la presencia de
SiOz en la muestra de Fe;0,@SiO-, se logré determinar un pico caracteristico a partir de la
curva de Si 2p (Fig. 20d) obtenida del compuesto en la posicién de 102.06 eV y una
contribucion significativa de O 1s (Fig. 20e) donde pueden observarse dos bandas en
530.31 eV siendo atribuida a enlaces OH y en 532.12, adjudicada a enlaces Si-O.% Los
cuales a su vez confirman la presencia de SiO- en la superficie, tal como puede observarse

en las micrografias mostradas previamente.

Name FWHM At%
a Fe 2s 1792 4512
Fe 2p1/2 4.84 14.98
Fe 2p3/2 3.07 17.95

O1s 2.27 8.16
C1s 227 299
Fe 3s 4.21 3.36
Fe 3p 3.38 7.43
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Potencial Z

Las nanoparticulas tienen una carga superficial que atrae a una delgada capa de iones de
carga opuesta a la superficie de las nanoparticulas. Esta doble capa de iones viaja con la
nanoparticula a medida que se difunde a lo largo de la solucién. Por lo tanto, es plausible
que la quimica de la superficie de las nanoparticulas representa un papel fundamental en
la captacion celular ya que es la interfaz con el sistema biol6gico. Las nanoparticulas con
un potencial zeta entre -10 y +10 mV se consideran aproximadamente neutras, mientras
gue las aquellas con potenciales zeta superiores a +30 mV o inferiores a -30 mV se
consideran fuertemente cationicas y fuertemente aniénicas respectivamente, las cuales

poseen alto grado de estabilidad.

Tabla 3. Valores obtenidos en DLS de potencial Z para concentraciones de 100, 40 y 15 pg/mL
correspondientes a NPs de Fe304 y Fe304@SiOs.

NP Concentracion Potencial Z (mV)
(ng/mL) (Media % DS)

100 -6.01 £ 0.16
40 -7.24 £ 0.99
15 -11.70+£0.70
100 -13.60 £ 0.90
Fes04@Si0: 40 -10.33£0.31
15 -5.24 £ 0.13

Los resultados en el caso de las NPs de Fe;04 muestran una disminucion del potencial con
relacién al incremento de su concentracion, ésta tendencia puede deberse a que su valor
se encuentra en el rango de potencial Z de neutralidad por lo que eventualmente se
formaran agregados debido a las fuerzas Van Der Waals entre particulas® asi como a su
inestabilidad quimica la cual también se hace presente en medios acuosos. No obstante
para las NPs de FesO,4 recubiertas con SiO: el valor de su potencial se incrementa en
proporciéon a su concentracion, lo cual sugiere que podria deberse a la cantidad de O
presente en la superficie del recubrimiento, el cual a tratarse de un elemento mas
electronegativo en comparacion del silicio, éste genere mayor electronegatividad en el
potencial. Asi mismo, la modificacién superficial en estas NPs permite que las fuerzas
atractivas de Van Der Waals se supriman, por lo tanto es posible que la formacion de
agregados sea menor en comparacion a las NPs de Fes;Os4 desnudas, por lo que podria
favorecer al incremento de NPs de FesO,@SiO; internalizadas cuando éstas interactian en

un sistema bioldgico.
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4.4 CARACTERIZACION MAGNETICA

Sistema de Medicién de Propiedades Fisicas (PPMS)

Como se ha mencionado anteriormente, las nanoparticulas magnéticas son aquellas que
pueden ser manipuladas bajo la influencia de un campo magnético externo, por lo que las
muestras fueron sometidas a pruebas de magnetizacion a temperatura constante frente un
campo magnético aplicado. Estas pruebas permitieron determinar si existe una variacion
en las propiedades del material, como la magnetizacibn de saturacion (Ms), la
magnetizacion remanente (Mr), el campo coercitivo (Hc) y la susceptibilidad magnética (x)
respecto a la concentracibn de magnetita en las muestras y la interaccion entre las
particulas. Las propiedades magnéticas de las muestras de 6xido de hierro dependen en
gran medida del tamafio, la morfologia, el contenido y la metodologia de la sintesis,® sin
embargo para la Fe;O4 dentro de sus propiedades magnéticas caracteristicas se encuentra

la magnetizacién de saturacion a temperatura ambiente (84 emu g).

Magnetic Field (Oe)
0

-20000 20000
I 1 1 I
A
50 Fe;0, -50
Fe;0, @ SiO,
(@] [@)]
~ ~
g 0 - 0 g
()] (b}
054 B 705
:%:UD L0
-50 - 50
| T M ginld Oe) |
20000 0 20000

Magnetic Field (Oe)

Figura 21. A) Curvas de magnetizacion para FesOs (en rojo) y FesOs @ SiO2 (en negro) a
300K, ambas con aumento en “B”.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la caracterizacion magnética, puede observarse
que las NPs de Fes04 recubiertas con SiO; presentan susceptibilidad magnética (55.7 emu
g?) respecto al campo aplicado la cual en comparacién con aquellas NPs sin recubrimiento
(44.6 emu g*) es mayor (Fig. 21). Este comportamiento puede atribuirse a que las NPs de
oxido de hierro sin recubrimiento presentan mayor inestabilidad intrinseca que puede
presentarse a lo largo del tiempo, ya que son mas activas quimicamente y tienden a
oxidarse facilmente en y-Fe>O3 bajo condiciones ambientales, produciendo asi una pérdida
de magnetismo. No obstante se logré identificar para ambas muestras la presencia de
propiedades superparamagnéticas debido a que consiguieron desmagnetizarse de manera
espontanea en ausencia de un campo aplicado aun cuando previamente se encontraban
en un estado saturado, por lo que presentan un valor de Hc y Mr de 0, no presentando
ademas un lazo de histéresis en ambos analitos. Dichos atributos les son conferidos a
particulas SPION (nanoparticulas de hierro superparamagnéticas), las cuales son un
subtipo de nanoparticulas magnéticas altamente magnetizables y que poseen un nicleo de

particulas de 6xido de hierro compuesto de magnetita (Fes0O4) y maghemita (y-Fe,0s3).%
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4.5 EVALUACION DEL POTENCIAL TOXICO DE LAS NPS DE FE304 SOBRE LAS CELULAS DEL
ENDOTELIO MICROVASCULAR DEL CEREBRO:

Analisis morfoldgico.

Para evaluar de manera general el efecto citotéxico de las NPMs sobre las rBMECs, una
densidad de 6 x 10° células fueron cultivadas en placas de 95 pozos en medio ECM y
posteriormente fueron expuestas por triplicado a diversas concentraciones de NPs (1-100
pg/mL) de FesOs y Fes0.@SiO. por separado, cuyo numero de NPs en tales
concentraciones correspondié a un estimado de 1 x 10*® a 1 x10™NPs/mL (Anexo 1) en
medio de cultivo DMEM libre de indicador rojo fenol. Tras 24 h de incubacion, los posibles
cambios en la morfologia de las rBMECs fueron registrados con una camara digital unida a
un invertoscopio Nikon, donde puede determinarse el deterioro de las células con relacién
a la concentracién de NPs de Fes0s (Fig. 22A) y Fe;0.@SiO; (Fig. 22B) en exposicion,
siendo mas evidente en concentraciones 75y 100 ug/mL donde las células se observan
con pérdida de su constitucion estructural asi como mayor formacion de aglomerados de
NPs. Cien microlitros del sobrenadante de cada uno de los pozos fue utilizado para realizar
el ensayo de LDH. Por otro lado, a los cultivos celulares se les realiz6 el ensayo de MTS,

cuyos resultados se describen mas adelante.

NPMs de FesOq4

Figura 22A. Imagenes de los
cultivos celulares expuestos a
diferentes concentraciones de
NPMs de FesO4: a) células
control, b)1 pg/mL, c)5 pg/mL, d)
15 pg/mL, e) 25 pg/mL, )40
pg/mL, g)75 pg/mL y h) 100
pg/mL.
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Figura 22B. Imagenes de los
cultivos celulares expuestos a
diferentes concentraciones de
NPMs de Fe3:04@SiO2:a)
células control, b)1 pg/mL, ¢)5
pg/mL, d) 15 pg/mL, e) 25
pg/mL, )40 pg/mL, Q)75
pg/mL y h) 100 pg/mL.

Determinacion del efecto de las NPs sobre la integridad de la membrana mediante la
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

En relacién a los analisis para la determinacion de la toxicidad empleando cultivos celulares
a diferentes concentraciones de NPs se conoce que las células de diferente origen
reaccionan de forma distinta después de su exposicion; siendo este fendbmeno conocido
como "vision celular". Demostrando asi que las células cerebrales son bastante sensibles
a NPMs en comparacion con células cardiacas y del higado.®*% En ensayos previos con
fines experimentales de liberacién de farmacos, no se revelaron signos de pérdida de
viabilidad de las células epiteliales carunculares bovinas (BCEC) después de haber sido
incubados durante 24 horas con diversas concentraciones de NPs modificadas
superficialmente y en presencia de una fuerza magnética (35, 70 y 140 ug/ ml).>® Sin
embargo el presente estudio evidencié un efecto toxico sobre las células rBMEC posterior
a las de 24 horas de incubacion con NPs sin estabilizacion.
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Figura 23. Efecto de diferentes concentraciones de NPMs (1-100 pg/mL) sobre la liberacion de
L. DH en células rBMEC. Resultados nresentados como media + DS (n=4).

Con respecto a los datos presentados en los tratamientos con NPs de Fes;Oa,en la Figura
23 los cuales fueron analizados estadisticamente, éstos no presentaron diferencias
significativas respecto al control (p<0.05). Sin embargo, visiblemente puede constatarse
que se produjo un aumento de liberacion de LDH en los ensayos cuya concentraciéon de las
NPs es mas baja (5 y 15 pg/mL). Concretamente, se observo que el ensayo de 5ug/ mL
tuvo un incremento aproximado del 30% de liberacion de LDH con respecto al control. Este
comportamiento puede deberse a que las células posiblemente se encuentren deterioradas
debido a la inestabilidad de las NPs, alterando de esta manera la continuidad de su
membrana y ocasionando que exista una mayor liberacion de LDH al medio. En
concentraciones mas altas, su comportamiento puede asociarse con la cantidad de NPs
adicionadas, en las cuales al incrementar en nimero también aumentan la posibilidad de
generar aglomerados con mayor volumen, dificultando su ingreso al interior de la célula.
Adicionalmente, se sugiere que las NPs afectan la actividad de la LDH por lo tanto no le es
posible llevar a cabo su reaccién catalitica adecuadamente.

Para las NPs con SiO, se observa que el porcentaje de liberacién de LDH no posee una
variabilidad significativa respecto al control, por lo que puede corroborarse que la
modificacion superficial con SiO2 en las NPs de FezO4 no genera una liberacion significativa

de LDH en el rango de concentraciones analizadas.
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Evaluacién del metabolismo celular (mitocondrial) mediante ensayos de reduccion
de MTS

Para este ensayo se estudio el efecto de diferentes concentraciones de NPMs (1-100
pug/mL) suspendidas en medio de cultivo DMEM sobre la actividad metabdlica de las células
rBMEC. Los resultados obtenidos, representados en la Figura 24 muestran diferencias en
funcion de la concentracion de NPMs con y sin recubrimiento.

Referente a los resultados puede observarse que la actividad metabdlica de las células con
tratamiento de NPs de Fe;O4 presentan un incremento de la actividad metabdlica respecto
a la actividad de las células control en la mayoria de los tratamientos cuya concentraciones
son pequefias (5 y 15 pg/ mL), presenciandose una consistencia de resultados respecto a
los resultados obtenidos del ensayo de LDH donde a estas concentraciones se observan

sefales de la actividad de la enzima.
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Figura 24. Efecto de diferentes concentraciones de NPMs (1-100 pg/mL) sobre la actividad
metabdlica del compuesto MTS en células rBMEC. Resultados presentados como media + DS

De acuerdo al mecanismo del ensayo MTS, ocurre una mayor transformacion de la sal de
MTS en células sanas, detectando asi las células metabolicamente activas por medio de
un viraje colorimétrico en el cual la absorbancia determina su comportamiento. Sin

embargo, concretamente para éste ensayo tal viraje se hace presente en mayor intensidad
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en células bajo tratamiento con NPs. Esta conducta puede deberse a la accién de cinasas,®
y principalmente al complejo succinato deshidrogenasa, los cuales se encuentran
involucradas en el metabolismo celular, especificamente en el proceso de fosforilacion
oxidativa en la mitocondria, la cual es encargada de la respiracion celular. En consecuencia,
las células al encontrarse bajo estrés debido a la accion de las NPs durante su exposicion
a bajas concentraciones, da lugar a que éstas enzimas modifiquen su funcion metabdlica,
generando una mayor transformacion de la sal y por ende, una reduccion defectuosa del
oxigeno durante la fosforilacién oxidativa, generando especies reactivas del oxigeno en la
matriz mitocondrial °” ocasionando asi variaciones en su asimilacién.

En cultivos celulares expuestos a concentraciones mayores de NPMs (75 y 100 ug/ mL) se
observé una disminucién del metabolismo mitocondrial, el cual puede deberse a la cantidad
de NPs, las cuales al igual en LDH forman aglomerados y por lo tanto la posibilidad de que
ingresen a las células es menor.

Contrariamente a los resultados anteriores, para las concentraciones en NPs de
Fe;0.@SiO; se observé que la actividad metabdlica en cantidades de 5, 15y 25 ug/ mL
no presentaron variacion significativa con respecto al control (p< 0.05). Sin embargo a
mayores concentraciones se observo el aumento en la actividad metabdlica mitocondrial
donde su respuesta, al igual que en bajas concentraciones de NPs de Fe304, puede
deberse a que las células llevan a cabo una actividad compensatoria de regulacion
metabdlica por medio de enzimas las cuales alteran dicha accion. Por lo tanto al considerar
gue las NPs de Fe;0.@SiO, poseen una menor toxicidad, cabe la posibilidad de que al
inducir concentraciones mayores de éstas en las células se obtengan respuestas
comparables con aquellas concentraciones bajas de NPs de FezO4debido a la cantidad de

NPs en exposicion.
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4.6 ENSAYOS DE INTERNALIZACION DE LAS NPS EN LAS RBMECSs.

Analisis de la interaccion de las NPs en rBMEC mediante TEM utilizando el sistema
Transwell®

Para estudiar la interaccion de las NPMs de Fes04 y Fes04@SiO2 con un monocultivo de
rBMEC mediante un modelo BHE, éstas fueron incubadas y expuestas concentraciones de
NPs de 40 pg/mL y 5 pg/mL durante 24 horas (Fig.25). Cabe resaltar que se consideraron
tales concentraciones debido a que en los ensayos anteriores de potencial toxico, éstas
presentaron una mayor respuesta en el deterioro de la integridad de la membrana celular
asi como la alteracion de su metabolismo, cuyo efecto ha evidenciado el deterioro de las
células en concentraciones relativamente bajas.

Los resultados del ensayo de internalizacion mostraron que la incorporacion de las NPMs
en el modelo BHE resultaron en la absorcion de éstas NPs por parte de las células, donde
se especula que pudo llevarse a cabo a través del proceso de endocitosis®® debido a la
cantidad de invaginaciones que estaban presentes en las membranas de las rBMEC que
fueron internalizadas en comparacién con las células control. Adicionalmente para los
ensayos con NPs de Fes0; se observd un incremento en la cantidad de membrana
correspondiente al reticulo endoplasmico liso (Fig. 25c), el cual muy probablemente se
asocia a la pérdida de integridad de la membrana celular y la presencia de especies
reactivas de oxigeno.®

Conjuntamente, en las imagenes obtenidas por TEM, se analizaron las UEs para ambos
ensayos, donde en aquellos tratamientos con concentraciones de NPs de 40 pg/mL se
observé la presencia de tales uniones las cuales se evidencian al presentar mayor contraste
en las imagenes (Fig. 25e y 25i). Esto a su vez sugiere que dicho comportamiento es
asociado al aumento de proteinas en el area, las cuales al ser expuestas a un incremento
en la concentracion de NPs, éstas refuerzan dichas uniones lo que da como resultado su
dilatacion. Sin embargo, no se descarta que las UEs sean un posible acceso de las NPs
por estas rutas aun en condiciones reguladas.

Es de gran importancia destacar que en ensayos previos no se habia encontrado evidencia
de nanoparticulas que lograran atravesar las células sin haber sido sometidas a un iman
externo y, por lo tanto, el paso de NPMs a través del monocultivo de rBMEC sin la ayuda
de un iman probablemente se deba al transporte transcelular activo dependiente de la
energia,'® donde la célula gasta energia (por ejemplo, en forma de ATP) para mover una

sustancia contra su gradiente de concentracion. En este plano, estudios han demostrado
e
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que la interaccion entre células y nanoparticulas es compleja, debido a que la mayoria de
nanoparticulas administradas tanto in vivo como in vitro se encuentran recubiertas de
proteinas y lipidos del plasma del medio en el que se encuentran inmersas, de ésta manera
forman una corona en sus superficies, siendo probable que ésta corona sea lo que
reconocen las células y no la propia nanoparticula.10.01

Con respecto al referente anterior, la mayoria de las membranas celulares poseen carga
negativa debido a que su superficie estd dominada por especies cargadas negativamente
tales como proteoglicanos de heparan sulfato, fosfatidilserina y fosfolipidos aniénicos.%?
Por lo tanto, la carga de una NP puede afectar la tendencia a permear las membranas.
Debido a que las NPMs en el presente estudio se localizan dentro del rango de carga neutra,
aguellas NPs de Fes04 que poseen una mayor dispersién debido a su concentracion (5 y
40 pg/mL) y un menor didmetro respecto a las NPs recubiertas con SiOz, se sugiere que
ambas caracteristicas les permitieron atravesar la membrana. De acuerdo con lo observado
en el ensayo de liberacion de LDH, la naturaleza de la NPs a producir estrés oxidativo
generd un deterioro en la membrana. Por otra parte para las NPs de Fe;0.@SiO., la
superficie del recubrimiento de las NPs favorece una mayor dispersion, por lo tanto se
sugiere que su difusion al interior de la célula fue llevada a cabo mediante la adherencia de
cargas positivas en su superficie, de tal manera que lograron difundirse al interior de la

célula sin provocar un deterioro significativo en la membrana.

Estos resultados indican que las NPs son absorbidas por las rBMEC incluso sin la adicién
de una fuerza magnética externa que pueda estimularlas, como lo sefialan los ensayos
previos para fines de liberacion de farmacos. Por lo tanto, éstas NPMs no necesariamente
requieren cambios fisicos 0 quimicos en su superficie para interactuar con el monocultivo,

y, posteriormente, para ser internalizados por el mismo.
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Figura 25. Ensayo de Internalizacion de nanoparticulas de FesOsy FesO4@SiO2 en dos concentraciones (5y
40 pg/ml) en monocapa de células rBMEC después de una exposicion de 24 horas mediante caracterizacion
en TEM. (a,b) Células control cuyas uniones estrechas y membrana celular se encuentran integros, (c,d)
Presencia de vesiculas en membrana celular asi como NPs dentro de la célula, (e,f) Membrana celular parecio
perder integridad localizandose miiltiples vesiculas asi como un aglomerado de NPs dentro de un lisosoma
(indicado por la flecha), (g,h) Presencia de vesiculas, uniones estrechas intactas, aparicion de NPs dentro de
la célula en mayor volumen. (i,j) Aparicion de multiples NPs a través de la membrana basal asi como al interior
de la célula, aparicion de vesiculas en uniones estrechas Abreviaturas: UE, uniones estrechas; V, vesiculas;
L, lisosoma; M, mitocondria; RE, reticulo endoplasmico.

Determinacion de la capacidad de transitosis de las NPs a través de la monocapa de
rBMECs: Técnica de plasma de acoplamiento inductivo (ICP) con espectrofotometro
de emisién 6ptica (OES).

Mediante el analisis por la técnica de ICP, los resultados revelaron la presencia de
concentraciones de Fe en el medio de cultivo DMEM con previa digestion acida, las cuales
se encuentran en forma de FeO y Fe:Os en muestras sometidas a exposicion con NPMs.
Asi mismo, el valor obtenido de Fe?"y Fe** en DMEM sin tratamiento, el cual se encuentra

B ———————————————
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de forma intrinseca en el medio, fue sustraido al valor obtenido por las muestras. Asi mismo,
su cuantificacion fue llevada a cabo por el equipo de tal manera que FesO4 fue calculado
mediante la separacion de sus valencias de Fe, adicionando ademas la presencia de Fe;03
detectada por las caracterizaciones previas. Los resultados se expresan de la siguiente

manera:

Tabla 4. Concentraciones de Fe presentes en el medio de cultivo celular contenido en la cdmara basolateral
del sistema Transwell®, mediante la técnica de ICP.

F6304 Fe304@5i02
Analito Unidades 5 ug 40 pg 5ug 40 pg
(2.98E+12) | (2. 38E+13) (1. 72E+12) (1.38E+13)

Fe?*O pg/mL 0.16 0.76
Fe3*,03 ug/mL 0.16 2.88 0.28 0.84

Total ug/mL 0.32 5.48 0.28 1.6
NPs/mL que migraron hacia la 1.91E+11 3.26E+12 9.67E+10 5.52E+11

camara basolateral del Transwell®

(6.41%) (13.70%) (5.62%) (4%)

Los resultados muestran que las NPMs a concentraciones relativamente bajas no soélo
pueden ser internalizadas por células en monocapa mediante transitosis, sino que ademas
logran atravesar la membrana del filtro Transwell hasta llegar a la cAmara baso-lateral. Tal
como se puede constatar en los resultados, existe una mayor concentracién en los
tratamientos con NPs de Fes;04, mientras que aquellos tratamientos con Fez;0.@SiO»
poseen una menor concentracion. Estas deducciones guardan relacion con lo reportado en
las caracterizaciones anteriores, donde las NPs de Fes0.@SiO, en comparacion con NPs
de Fe304 poseen una mayor estabilidad quimica, carga negativa y biocompatibilidad con el
sistema, confiriéndoles ademas una dispersién superior, por lo que se sugiere que éstas se
hallaron en mayor concentracion inmersas en el cultivo, tal como el analisis de
internalizacion en TEM sugiere.

A su vez podria considerarse que las NPs de FesO4 no destruyen a las células, sin embargo
deterioran su membrana lo que ocasiona la liberacion de LDH, requiriendo la accion de
actividades metabdlicas compensatorias para su regulacion. Asi mismo, la discontinuidad
en la membrana plasméatica impide que el ingreso de las NPs pueda ser regulado, por
consiguiente éstas pueden ingresar al sistema por medio de endocitosis y atravesar la
célula hasta llegar finalmente a la camara basolateral del modelo BHE. Este mecanismo

puede llevarse a cabo en concentraciones relativamente bajas donde la generacién de
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aglomerados en el material no es considerable como para impedir su ingreso al interior de
las células. Por lo tanto y en relacion con lo reportado por ICP, la posibilidad de que NPs
Fe304 que atraviesen la membrana celular es mayor en concentraciones menores a 100
pg/ mL.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

El motivo de ésta tesis surgié directamente del interés de generar conocimiento en el
mecanismo de ingreso de las NPs de Fe3;04 de a través de la BHE, mismas que han sido
localizadas recientemente en el tejido cerebral. Es por ello que los resultados obtenidos
resultados presentan interesantes aportes e innovaciones en el campo de la

nanotoxicologia.

Los resultados obtenidos permiten extraer las siguientes conclusiones:

- Se han sintetizado NPs de FesO4 con caracteristicas semejantes a las generadas
por la combustion vehicular, lo que hizo posible emplearlas para los ensayos
propuestos. Asi mismo, el empleo de un recubrimiento con SiO, permitié obtener
resultados que ayudaran como comparacion en términos de caracterizacion e

interaccion en un sistema bioldgico.

- De acuerdo a las caracterizaciones realizadas, se obtuvo que la adicion del
revestimiento en Fe;0,@SiO, no alteré los resultados obtenidos, sin embargo
presentd variaciones posicionales de los mismos. Las NPs de Fe;04y Fes04@SiO-
evidenciaron un didmetro de alrededor 8.45 y 14.33 nm en TEM. Para ambas
muestras, se determind la presencia de propiedades superparamagnéticas,
resaltando que en las NPs cuya superficie fue modificada con SiO», presentd un
incremento de saturacion magnética en comparaciéon con aquellas sin

recubrimiento.

- Al evaluar el potencial citotéxico, se encontré que las NPs de FesOs generan una
mayor toxicidad la cual es determinada por la liberacién de LDH asi como la
alteracion del metabolismo celular mediante la reduccion defectuosa del oxigeno
durante el proceso de fosforilacion oxidativa, generando especies reactivas de
oxigeno en la matriz mitocondrial, principalmente a bajas concentraciones, en
comparacion con células sin tratamiento. En las NPs con recubrimiento de SIO» no

se presentd toxicidad estadisticamente significativa, sin embargo la alteracion
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metabdlica fue evidente en tratamientos expuestos a mayores concentraciones de
NPs.

- Los resultados en la evaluacion de la interaccion de las NPs sintetizadas en las
rBMECs, mostraron que ambos tipos de NPs de FezO4 desnudas y cubiertas con
SiO,, se internalizan de manera efectiva a través del proceso de endocitosis. A
concentraciones de 40 pg/mL las células expuestas mostraron alteracion de UEs,
donde la concentracién de NPs en las células aparentemente generé un aumento
de proteinas en el area para el refuerzo de tales uniones. Sin embargo, en células
expuestas a NPs de Fe;O. generd la presencia de reticulo endoplasmico liso y
discontinuidad en la membrana plasmatica, principalmente en células expuestas a

una concentracion de 40 pg/ mL.

En conjunto, estos resultados sugieren que el analisis integral realizado en este proyecto
permite determinar que las NPs de Fes;04 son tdxicas a bajas concentraciones y éstas
ingresan a las células rBMEC por medio de endocitosis a la membrana plasmaética.
Finalmente tales resultados pueden considerarse como un primer acercamiento a los
mecanismos implicados por los que las NPs de FesO,4 pudieran ingresar al sistema nervioso

central.
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ANEXO 1: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE NPs/ML DE FE3Oa.

Volumen de la celda; 5.90 x 107%2¢m?
Atomos de Fe en celda: 24

Atomos de O en celda: 32

Peso en gramos del atomo de Fe: 1 atomo x 55.84 g/6 02 x 1023 dtomos = 228 % 107%3g

Peso en gramos del atomo de Fe: 1 atomo x 16 9/6.02 £ 1023 4tomos = 265 % 107%3g
CONSIDERANDO EL NUMERO DE ATOMOS DE O Y FE POR CELDA UNITARIA:

Peso en gramos de celda unitaria: (9.28 x 10723g * 24) + ( 2.65 x 107%3g * 32) = 3.07 x 10~ 2!g
Diametro de la nanoparticula: 8.45 x 107%7cm

Volumen de la nanoparticula: 4/3 m* (8.45x107%cm/2)® =3.15x 10717 cm3

No. De celdas unitarias por nanoparticula:3.15 x 1071° ¢m3/5.90 x 10722cm® = 534.72 celdas
Peso en gramos de la nanoparticula: (534.72 celdas * 3.07 x 10721g) = 1.64 x 10~ '8g

Peso en gramos de FesO4 en sintesis: 0.392 g

Total de nanoparticulas por sintesis realizada: 0.392 g/1.64 x 10~8g = 2.38 x 1017

Concentracién de NPs/ mL en analisis fueron estimadas mediante el calculo de NPs en diluciones
a partir de una solucion stock: (1 mg/mL)
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