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Introduccion




Cuando suelto mi canto lo habran de ver
desnudo como el alma que pongo en él.
José Larralde

1. Introduccion

1.1 Nanoparticulas magnéticas

La nanociencia es una disciplina que ha ganado increible importancia en la ciencia
moderna, debido a que permite trabajar a niveles moleculares y celulares para producir
grandes avances en la vida cotidiana y la salud a través de diversos disefios en la
nanoescala (1). La nanotecnologia implica la manipulacion de la materia con al menos una
dimension del tamafo de entre 1 a 100 nandmetros. La aplicaciéon en el campo de la salud
ha dado lugar a la Nanomedicina, que es empleada para mejorar la calidad de vida de los
seres humanos, combatiendo las enfermedades de una forma innovadora.

La Nanomedicina utiliza las herramientas y principios derivados de la nanotecnologia
para mejorar la salud humana y provee la capacidad de revolucionar drasticamente la cura,
alivio y prevencion de enfermedades, asi como de reforzar el cuidado de la salud, a través
del disefio, la caracterizacion, la produccion y la aplicacion de nanomateriales inteligentes, a
partir de su capacidad para ser tanto biointeractivos, en el sentido que poseen la facultad de
inducir alteraciones en células y bacterias, asi como bioreactivos, ya que inducen la
respuesta funcional de los organismos bioldgicos (2). Es un campo interdisciplinario donde
confluyen la medicina, la ética, la matematica, la ingenieria, la fisica, la quimica, la
bioquimica, y la ciencia de los materiales (Fig.1.1)

En las ultimas décadas ha habido una gran expansion en el campo de la nanomedicina
con el desarrollo de nuevas particulas para el diagnosis y tratamiento del cancer (3). Las
nanoparticulas tienen propiedades unicas debido a sus dimensiones pequefias y la gran
relacion area/volumen que les permite unirse, adsorberse y acarrear compuestos tales como
pequefas moléculas de drogas, DNA, RNA, proteinas, etc. con muy alta eficiencia. Sus
propiedades particulares las hacen altamente atractivas para el tratamiento del cancer.
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Figura 1.1. Tecnologias involucradas en el campo de la nanomedicina. Traduccion del
esquema de Riehemann et al. (3)

Las nanoparticulas magnéticas (NPM) son una clase de nanoparticulas que pueden ser
manipuladas a través de un campo magnético. Las NPM exhiben baja toxicidad (4,5) y
propiedades fisicoquimicas facilmente controlables. Las aplicaciones que se han encontrado
de las nanoparticulas magnéticas (NPM) son de gran relevancia, desde industriales, como
las tintas magnéticas, sellados para motores, entre otros; hasta las aplicaciones biomédicas
(6-8). Estas ultimas son posibles debido a las caracteristicas que las NPM presentan, como
su tamafo, comparable a las dimensiones de las entidades biolégicas intracelulares,
sumado a sus particulares caracteristicas magnéticas: la configuracién monodominio que da
lugar al comportamiento superparamagnético bajo condiciones especificas a temperatura
ambiente, les confiere una elevada magnetizacién espontanea y una alta susceptibilidad
magnética (1,9). Esto permite que se las pueda manipular externamente, una vez
ingresadas al organismo, mediante campos que no son dafiinos para este ultimo y
facilmente obtenibles en el ambito de la investigacion y la clinica. A pesar de que se han
producido nanoparticulas de todo tipo y composicién, las mas usuales son las de magnetita
(Fes04) y maghemita (a-Fe;O,4), autorizadas por la DFA y la ANMAT. También suelen
funcionalizarse las NPM mediante recubrimientos que aumentan su estabilidad vy
biocompatibilidad, y que les confieren selectividades especificas (10).

Las principales aplicaciones biomédicas pueden dividirse en terapéuticas y diagnosticas
(11). Las diagnosticas incluyen mejoras en los estudios de imagen por resonancia
magnética, aplicando las nanoparticulas como elementos de contraste; separacion
magnética, en donde se unen microesferas magnéticas a un revestimiento biocompatible




funcionalizado para unir a él las células blanco, y atraerlas para estudios posteriores
mediante un iman externo; y la deteccibn marcada, que utiliza nanoparticulas
funcionalizadas para detectar enfermedades en etapas muy tempranas (Fig. 1.2)(8).

MRzbased]multizmodallimaging}

IVagnetoresponsiveltherapy,

Figura 1.2. Nanoparticulas basadas en 6xido de hierro para imagenes multimodales y terapia
magneto-responsiva (8)

Las aplicaciones terapéuticas, por otro lado, buscan producir un cambio en el organismo,
ya sea destruyendo un agente extraiio o maligno por medios fisicos 0 quimicos, como lo
son la hipertermia magnética, o inducir un cambio para solventar una falencia de una célula
dafada, como ocurre en la magnetofeccion (MF) (5). En la hipertermia magnética se
interiorizan nanoparticulas en una region y luego se las expone a una campo magnético
alterno. Si se elige una frecuencia y una intensidad de campo adecuados, las NPM
absorberan suficiente energia, la cual, al ser disipada en el medio, elevara su temperatura
hasta el valor terapéutico deseado. Esto permite una aplicacion en ciertos tipos de cancer,
aprovechando que las células malignas poseen una mayor sensibilidad a la temperatura que
las células normales. Las temperaturas utilizadas preferencialmente son entre 41°C y 46°C.
La MF sera desarrollada mas adelante en este capitulo.

Es entonces necesario tener presente que las NPM muestran las siguientes
particularidades: i) son mas pequefas o comparables a los tamafos de las células (10-
100um), que los virus (20-450nm), que las proteinas (5-50nm) que los genes (2nm ancho y
10-100 nm de largo), ii) pueden ser manipuladas por un campo magnético externo, que
conduce al transporte e inmovilizacién de las MNPs, iii) pueden disipar energia de un
campo externo, transformandose en agentes hipertérmicos (5,6).

Los ferrofluidos (FF) se componen de NPMs, normalmente de magnetita, frecuentemente
del orden de 10 nm (12,13). Este tamafio es lo suficientemente pequeno para que la
agitacion térmica las distribuya uniformemente dentro del fluido portador, asi como para
contribuir a la respuesta magnética general del fluido (14-16). Los FFs han sido utilizados
en medicina desde hace varias décadas para tratamientos de aneurismas, embolizacion
selectiva guiada magnéticamente en arterias renales, como agentes de contraste para
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diagnéstico de tumores de higado, para deteccidon temprana de cancer por separacion
inmuno-magnética, en el desarrollo de corazones implantables, entre otras aplicaciones
(9,10).

En la figura 1.3 (10) se muestran distintos tipos de recubrimientos de particulas
descriptos en la literatura:

Figura 1.3. Esquema de particulas de FFs funcionalizados con a) capa lipidica simple; b) capa
lipidica doble; c) capa acida; d) capa alcalina. (10)

1.1.1 Propiedades fisicas de las NPM

Los materiales magnéticos suelen presentar dominios magnéticos, que son regiones en
donde los momentos magnéticos de los atomos o iones se encuentran alineados
uniformemente, aun en ausencia de un campo magnético externo (17). Si se reduce el
tamano de una particula ferromagnética por debajo de un tamafo critico Ds, esta tendra un
unico dominio (particula monodominio). Para una particula esférica de magnetita Ds, se
encuentra entre los 76 y 80 nm de didmetro (18).

Es posible caracterizar a las nanoparticulas monodominio por su momento magnético
neto /4, el cual puede aproximarse por # = MV siendo M, su magnetizacion espontanea y
V su volumen. Debe notarse que el momento /+ de una particula monodominio es miles de
veces mas grande que los momentos atémicos, siendo, por ejemplo, £ = 920015 para una
particula de 6xido de hierro de diametro medio [} = Trnin.

Una particula monodominio con anisotropia uniaxial expuesta a un campo externo 4, con
momento magnético /
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posee una energia

E = KVsin*(0) + puHcos(¢)
donde Kes la constante de anisotropia, ¢ es el angulo entre el campo externo y el momento,
y 6 es el angulo entre el eje de facil magnetizacion y el momento.

Si consideramos un conjunto de nanoparticulas inmersas en un medio liquido, de manera
tal que las particulas se encuentran libres de rotar, la magnetizacion del conjunto de
nanoparticulas en equilibrio termodinamico, bajo un campo # a una temperatura 1, estara
determinada por la distribucién de Boltzmann, siendo (19)

optH kpT
M(H,T)=Np (coth (,u[],u“. ) - N(iﬂ H)

con /o la permeabilidad en el vacio y %1 la constante de Boltzmann. Nétese que la funcién
que aparece entre paréntesis es la funcion de Langevin L(fff), con & = thopd [kpT'

Ahora bien, un sistema real estara compuesto por particulas con diferente momento
magnético y tamafo. Es aqui donde surge el concepto de sistema polidisperso, en donde

podemos definir una funcién fi) que represente la distribucion de momentos, donde

f(4)dpindicara el namero de particulas con momento magnético entre £+ y it + d, Asi, la
magnetizacién del sistema queda de la forma de

1
<V >

MHT)y=N<pu, >= f pl{a) f(pe)dp
0

en donde AN es el nimero medio de NPMs por unidad de volumen en el sistema, < /: = la
componente media del momento de las NPMs en la direccién ~» del campo externo, < V' >
el volumen medio de las NPM. En la bibliografia se suele utilizar la funcién de distribucién

log normal para describir fi)

1 In?{p/v)

T2
L) = —— e i
fn) PG

siendo sus parametros o y (8 y sus estimadores estadisticos, el momento magnético medio
< # >y la desviacion estandar 7sp, con la forma

< = el
ogp = ";g’i:cz"ﬁ/z Veril? 1
1.1.2 Movimiento de NPM

Un sistema de nanoparticulas en un medio liquido y sometido a un campo magnético
experimentara una redistribucién espacial por diferentes causas: (i) magnética, (ii) arrastre
por el fluido, (iii) interaccidon particula-fluido, (iv) energia cinética térmica, (v) efectos

10
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interparticula (interacciones de Van der Waals y dipolares magnéticas) (12). Para un analisis
mas sencillo, consideraremos sistemas con concentracion de NPMs suficientemente baja
como para poder despreciar las interacciones interparticula. Consideraremos que la
interaccion fluido-particula es suficientemente intensa como para garantizar la estabilidad
del coloide. Asi, podemos describir su movimiento a partir de la ecuacion de difusion de Fick
modificada

dc - = s

— = V- (DVe+Uc

ot ( )

en donde ) = v.kT es |a constante de difusion de las particulas en el fluido de viscosidad
1,y Ye= 1/(6mnRynia) es la movilidad de una nanoparticula de radio hidrodinamico
efectivo Rp:hid, el cual considera el recubrimiento de la particula.

La velocidad de arrastre U = itF esta dada por la fuerza total F' sobre la NPM, que en
este caso, consideraremos compuesta por la fuerza magnética ..., la fuerza de arrastre 7,

y la fuerza de gravedad £,
F=F,+F;+F,=0

Respecto a la fuerza de arrastre, se puede calcular a partir de la movilidad /¢ y la
diferencia de velocidades, de la nanoparticula Vr y la del fluido, ¥

.1
Fpoo {10, — 1y
¥ ua(’ip Uy)

La fuerza magnética, por su parte, surge a partir del dipolo magnético de momento # de
la NPM estudiada y el campo magnético aplicado sobre ella. La expresion para la fuerza
magnética toma la forma

—

o= (1-V)B

expresion valida para sistemas en ausencia de corrientes eléctricas o de desplazamiento.
Bajo las condiciones que hemos impuesto con anterioridad, es decir, particulas no
interactuantes entre si, esta ultima expresion puede reescribirse, teniendo en cuenta que
ji=MV siendoV =< V > el volumen medio de las nanoparticulas y M la magnetizacion
media de la NPM. Esto permite reescribir la ecuacion anterior como

Fy=V(M-V)B
Una geometria de interés para este trabajo es la cilindrica, ya que es simple, y es la que

se usa frecuentemente en experimentos de magnetofeccion, en particular el que se discutira
en este trabajo. Usando coordenadas cilindricas la fuerza magnética puede escribirse como

. A
F,, =V (]\,[pbm; “+ M, dz) B
( )
L ")



Nétese que para obtener la fuerza magnética, es necesario medir la magnetizacion de la
muestra y el campo magnético externo.

El trabajo tedrico realizado por Furlani y Ng (20) describe un estudio sobre la fuerza
magnética aplicada a nanoparticulas de magnetita, en condiciones similares a un
experimento de magnetofeccidén y resuelve numéricamente la ecuacion de difusion. Este
trabajo se utilizara como marco comparativo de uno de los experimentos a presentar, en el
cual se respetaron las proporciones utilizadas en el mencionado articulo. En presente
trabajo se obtendra la fuerza media sobre particulas de dos coloides, para dos aplicadores
magnéticos diferentes, en funcion de la posicién, y se la utilizara para interpretar los
resultados. La solucion de la ecuacion de difusion sera abordada en un trabajo futuro.

1.2 Transferencia génica asistida magnéticamente

El genoma humano contiene la informacién codificada necesaria para la expresion,
altamente coordinada y adaptable al ambiente, del proteoma humano, es decir, del conjunto
de las proteinas del ser humano. Con los asombrosos conocimientos del genoma humano,
no era raro esperar que surgiera una técnica que pudiera reemplazar algun gen mutado o
ausente en una célula por otro sano, para promover la expresion normal de una proteina
que se vio afectada por una enfermedad o por envejecimiento celular. Para esto, puede
hacerse uso de la naturaleza invasiva de los virus (o0 vectores virales), que tienden a verter
su ARN dentro de una célula blanco para que esta produzca las proteinas por él (7,21-23).
Ahora bien, si el virus es sintetizado artificialmente, seria posible generarlo para que
promueva la expresién de una proteina en particular. Sin embargo, esta técnica por si sola
posee tres grandes inconvenientes: ineficiencia en la recepcion por la célula, liberacion
insuficiente de ADN dentro de la célula, y transporte y localizacion poco efectiva del nucleo.
En este aspecto, las NPMs pueden proveer mayor flexibilidad y precision para controlar la
estructura y composicion del sistema de administracion, incluso facilitaria la fijacién del virus
a la célula, si es que las NPMs estan funcionalizadas.

La técnica de MF consiste en favorecer la formacion de complejos entre vectores virales y
las NPMs, y asi acelerar y controlar el transporte del material genético mediante un campo
magnético externo uniforme. Las variables que se suelen considerar en este tipo de técnica
son el tiempo en el que se expone al complejo virus-NPMs (al que se introdujo en un medio
celular) al campo magnético externo, denominado tiempo de magnetofeccion tarr; y las
intensidades de campo y gradiente del campo aplicado (definidos por la posicidn relativa
iman-muestra, para un iman especifico)(24-26).

12

——
| —


https://es.wikipedia.org/wiki/Proteoma
https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=t_{MF}

Complejos de MNPs-PYVP

é}m il}«" o

7 Nicleo magnético
> fvolumen V)

L)
@ Virus (PVE volumen V)

Complejo MNPs/PVPs (volumen
V)

Figura 1.4. Esquema descriptivo del complejo NPM-virus que se utiliza en magnetofeccion (27)

1.3 Objetivos

El presente trabajo inicia con una experiencia de magnetofeccién in vitro, en donde sus
preparativos iniciales, como el cultivo celular y la sintesis del virus, fueron realizados
previamente por la Dra. Lorena Arciniegas e investigadores del grupo de investigacién del
Dr. Rodolfo Goya del INIBIOLP.

A partir de este experimento surge el interrogante de como se redistribuyen las NPMs
al ser expuestas a un campo magnético externo, en las condiciones de MF. Con ese
propésito, se desarrollaran ensayos que tendran como fin variar convenientemente la
distancia iman-muestra y el tiempo tyr (aquél durante el cual se expone al complejo virus-
NPMs al iman) con configuraciones ad hoc. Estas configuraciones no sélo se aplican al caso
especifico de MF, sino que pueden usarse en cualquier técnica de concentracion de NPMs,
como puede ser una liberacién controlada de farmacos. Una posible aplicacién directa es el
tratamiento de tejidos neuronales en contacto con ventriculos cerebrales, que se encuentran
interconectados entre si y contienen liquido cefalorraquideo, aprovechando que éste fluye
muy lentamente.

Bajo el marco tedrico de la MF, se realizaron entonces dos experimentos para estudiar la
distribucion de NPMs. El primero fue bajo las mismas condiciones que un experimento
convencional de MF, esto es, el coloide dentro de una placa de Petri, expuesto al mismo
aplicador que en dicho experimento, variando las distancias entre este Ultimo y la placa.

Para el segundo experimento se considerd el trabajo tedrico realizado por Furlani y Ng
(20) donde se estudia la fuerza ejercida sobre nanoparticulas de magnetita por un iman de
NdFeB, en condiciones aplicables a un estudio de magnetofeccion. Para poder contrastar
con este estudio, se eligié un sistema tal que mantenga las proporciones que se describian
en éste. Asi es que se utilizé un arreglo de 4 imanes de 2 cm de diametro y 0.5 cm de alto,
que en conjunto lograban 2 cm de alto, y un recipiente de 1.6 cm de diametro y un alto
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mayor a 1.2 cm (2400 ml aproximadamente), que es la altura que se requeria que tuviera el
coloide.

El presente trabajo se realizo en el Instituto de Fisica de la Plata (IFLP), junto al grupo de

investigaciones G3M, a quien quisiera agradecer especialmente por su excelente
predisposicion, amabilidad y compromiso.
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2. Metodologia y materiales

2.1 Magnetofeccion

La transferencia génica es una practica que se basa en utilizar la naturaleza invasiva del
virus (o un vector viral) para lograr que la célula blanco sintetice aquélla proteina que uno
desea. Esto se logra ya que el virus utilizado es sintetizado artificialmente, por lo que al
hacerlo, es posible imponer cual es el ARN con el que se va a “infectar” a la célula blanco
(28).

Ahora bien, si con esos vectores virales formamos un complejo con NPMs, el movimiento
de estos mismos ya no dependera sélo del arrastre o del movimiento Browniano para
alcanzar la célula, sino que se vera afectado por la presencia de un campo magnético
externo. Por lo tanto, es posible dirigir y localizar complejos mediante un campo magneético
externo especialmente disefiado. En estos casos se habla de transferencia génica asistida
magnéticamente o magnetofeccion (Fig. 2.1)

-
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Figura 2.1 Esquema basico de la técnica de magnetofeccion. Se complejizan NPMs con virus
para infectar una célula blanco con mayor rapidez y eficiencia

Los experimentos in vitro se realizan sobre cultivos de células B92 (linea celular tumoral
derivada de células gliales de tejido nervioso de rata) en placas de Petri de 35 mm de
diametro. El aplicador magnético utilizado para esta experiencia fue un iman cilindrico de
NdFeB, de 5 cm de diametro y 1 cm de alto.

En los estudios re portados en bibliografia que se llevan a cabo en esta practica, se varia
sistematicamente el tiempo de magnetofeccion (tur), que es el tiempo al que se expone el
complejo de NPM-virus al campo magnético, en el medio celular, y la distancia entre el iman
y las células. En este trabajo se ha realizado un estudio para un tiempo tys= 30 minutos y
una distancia d= 2 mm (29). Las lecturas se realizaron sobre tres tipos de muestras: una
muestra control, en donde se coloca sobre las células solo el virus, sin complejar; otra
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muestra con virus complejados con NPMs, pero sin aplicar un campo magnético externo; y
la tercera con todos los elementos.

Gracias a la tutela de la Dra. Lorena Arciniegas, se pudo realizar este experimento en los
laboratorios del INIBIOLP, en la Facultad de Cs. Médicas de la UNLP.

2.1.1 Coloide

Las nanoparticulas magnéticas que se utilizaron para este experimento fueron
sintetizadas en Alemania, en la Universidad Técnica de Munich, por integrantes del
laboratorio dirigido por la Dra. Olga Mykhaylyk y el Dr. Christian Plank (28). Las mismas
pertenecen a un coloide denominado PEI-Mag2, el cual se compone de nanoparticulas de
magnetita (Fe;O,4), con un recubrimiento de polietilenimina (PEI), polimero biocompatible
que evita la agregacion de las NPMs. Esto ultimo permite que las NPMs sean estables en un
medio acuoso. Poseen un carozo de aproximadamente 6.5 nm de diametro y una cubierta
de unos 4.5-5 nm de espesor (Fig. 2.2).

Figura 2.2 Fotografia TEM de una nanoparticula de la muestra PEI-Mag2

2.1.2 Complejo Virus - NP y campo magnético

El complejo Virus-NPMs sera el que se adicione a las células cultivadas in vitro para
lograr la magnetofeccion. Para poder armarlo se requiere seguir un protocolo adecuado, que
se detalla a continuacion.

El virus utilizado es un adenovirus replicante con capacidad para sintetizar la proteina
fluorescente verde (rAd-GFP por sus siglas en inglés). Al mismo, sintetizado y criogenizado,
se lo diluye en 3 mL de un medio de cultivo especial (MEM) sin suero, el cual se compone
de 2 mL de MEM y otros 1000 uL, colocados cada 200 uL, del virus (27).




Al FF de NPMs se lo debe diluir en MEM en una proporcion 1/10. En un estudio previo se
ha encontrado que la relacion éptima entre las nanoparticulas y la particula viral fisica (PVP)
es de 0,5 fg/PVP. Por este motivo se siguié con las siguientes proporciones (28) :

200 uL de MEM con virus

1,5 uL de NP con MEM (dilucién 1/10)

198,5 uL de MEM sola.

El sistema se debe dejar en reposo 30 min con el objeto que llegue a complejizar los
virus con las NPMs. En este lapso se le cambia el medio a las células que se utilizaran
como blanco.

Una vez transcurrido el tiempo de complejizacién, se colocan 10 uL de complejo MAG-Ac
con rAd-GFP en cada placa de Petri y se las somete a un tiempo de magnetofeccion tyr =
30 minutos, bajo la influencia de un campo magnético y en una estufa de cultivo, para que
los virus tomen contacto con las células. La configuracion geométrica del sistema consta de
la placa de Petri colocada inmediatamente encima de la superficie del iman, haciendo
coincidir los ejes de ambos elementos.

Una vez finalizado este segundo lapso, se realizara nuevamente un cambio del medio
celular, para eliminar posibles complejos que no han ingresado a las células. Se procede de
esta forma para contabilizar solamente aquellos complejos que lograron entrar en las
células durante el tiempo de magnetofeccion. Para finalizar, se lo deja incubar 72 horas.

2.1.3 Cuantificacion de la efectividad

El proceso de cuantificacion de la efectividad de la magnetofeccién se lleva a cabo
gracias a que el virus utilizado en estos estudios no es el virus terapéutico, sino uno que
sintetiza la proteina fluorescente verde. De esta forma es facilmente cuantificable si el
método es efectivo 0 no, ya que es una proteina que no sintetizan las células blanco
escogidas. Por lo tanto, se contabilizara la sintesis de esta proteina en las células blanco
debido a la infiltracién del virus. Para esto se realizaran dos estudios diferentes.

El primero consta de una observacién de la fluorescencia mediante un microscopio
invertido Olympus IX71, adquiriendo fotografias con una camara digital Olympus E-330
adaptada al mismo. Se seleccionan 3 zonas al azar y se contabilizan las células que
presentan fluorescencia respecto a las que no la poseen.

El segundo método consiste en usar el espectrofotometro (Fig. 2.3). Este equipo medira

la fluorescencia de cada muestra especificamente, siendo esta medida proporcional a la
cantidad de proteina fluorescente verde sintetizada.
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A. Espectrofotdmetro DTX 880

B. Placa lectora de 96 pocillos con fondo dptico

Figura 2.3. Espectrofotometro utilizado (27)

Para realizar este paso se deben lisar las células de cada placa. Con este fin se prepara
un buffer de lisis de PBS (Phosphate Buffered Saline). Se retira el MEM que poseen las
células, se agregan 350 uL del buffer y se lo deja actuar por 30 minutos a 4°C.

Una vez transcurridos los treinta minutos, se procede a centrifugar la muestra. Para este
tiempo, las células ya estan muertas y desintegradas, por lo que se procede a un raspado
de las placas de Petri con el buffer de lisis y posteriormente se los centrifuga a 13000 rpm
por 2 minutos, logrando una separacion de los restos celulares (células no lisadas,
organelas, etc.) de la proteina GFP y elementos mas pequenos. Del sobrenadante de la
solucion de centrifugado se colocaron aproximadamente 300 uL en cada pocillo de la placa
lectora del espectrofotometro DTX 880. También se colocé buffer de lisis en algunos pocillos
para tener muestras control.

2.2 Experimento A de distribucion de NPMs

El primer experimento realizado buscd emular las condiciones en las que se trabaja en
MF, por lo que se utilizé una placa de Petri como recipiente del FF, el mismo iman, variando
la separacion iman-muestra, como se explica a continuacion y dos FFs diferentes.

La idea inicial, tanto de este experimento como del experimento en medio cilindrico
(seccion 2.3) fue repetir mas adelante los experimentos en medios semi-liquidos, como
podrian ser hidrogeles, para simular la capa celular presente en los experimentos reales de
magnetofeccion in vitro. Esta idea finalmente no pudo concretarse, ya que luego de varios
ensayos con los hidrogeles que pudieron obtenerse, los mismos no se adherian a la base
de la placa de Petri, como si lo hace la monocapa celular. Incluso, la capa de hidrogel
flotaba, por lo que se hizo imposible su realizacién hasta encontrar una solucion factible.
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2.2.1 Coloides utilizados

Este experimento se realizé con dos tipos de coloides, uno de NPM PEI-Mag2 que
poseen un carozo de magnetita de diametro entre 6.0 y 6.5 nm y una cubierta de
polietilenimina, el mismo que fue utilizado en el experimento de magnetofeccion; y un
segundo coloide sintetizado en el IFLP, bajo la tutela de la Ing. Diana Arrieta, de Fe,O,
funcionalizado con acido citrico (NPM-Ac).

Al coloide de magnetita sintetizado en el IFLP se le realizdé una valoraciéon de hierro con
dicromato de potasio 0,704 N, que dio como resultado una concentracién de 10.2 (0.8)
mg/mL (masa de Fe total por volumen de FF).

2.2.2 Sistema de medida

Para observar la respuesta del FF al iman, se realizaron registro de capturas fotograficas
durante el proceso de decantado a diferentes distancias relativas iman-coloide. en un lapso
total de tiempo de entre 4 y 30 minutos, segun el coloide, a una distancia fija, diferente en
cada medida. La disposicién era la siguiente: se colocé el iman en una plataforma de altura
graduable, y en una estructura de aluminio se situé la muestra de FF, la cual quedaba fija,
manteniendo una simetria cilindrica, esto es, haciendo coincidir los ejes del iman y de la
placa de Petri. Durante el tiempo de la medida, una camara fotografica (Nikon D3100),
también alineada haciendo coincidir el eje de la misma con el del sistema, capturaba
imagenes en una vista superior de la placa, con una frecuencia determinada por un software
de computadora (DigiCamControl) a la que se encontraba conectada. En las figuras 2.4 y
2.5 se muestra una fotografia del dispositivo experimental.

Figura 2.4 Sistema experimental de medida donde se observa la plataforma de altura
graduable, el soporte de la placa de Petri, el aplicador magnético y la camara digital.
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Camara

Figura 2.5 Esquema del sistema experimental de toma de imagenes.

La muestra se diluyé en una placa de Petri para que adquiera un contraste tal que se
puedan distinguir patrones visualmente. La placa de Petri se colocé en un esqueleto de
aluminio y un iman de 5 cm de diametro y 1 cm de alto, de NdFeB de 0.3 T en la plataforma
de altura graduable, manteniendo una simetria cilindrica. Para esta experiencia se tomaron
imagenes desde una vista superior con la camara fotografica, y se observaron los patrones
que las NPM dejaban tras estar expuestas a fuerzas magnéticas durante periodos de
tiempos entre 4 y 30 minutos, dependiendo del FF. La seleccion de tiempos se eligié debido
a que los diferentes FF presentaban distintas respuestas, siendo el FF de magnetita con
cubierta de acido citrico (aquél sintetizado en el IFLP), el de mayor respuesta, en
comparacion con el PEI-Mag2. Para determinar el tiempo que se iba a utilizar en cada
muestra, se procedié a hacer una medida a una distancia iman-muestra de 45 mm de 30
minutos cada una, y luego se observé a qué tiempo alcanzaban un estado de equilibrio.

Las distancias entre el iman y la muestra estan comprendidas entre 3 mm (espesor
combinado del soporte y de la placa de Petri) y 45.8 mm.

2.2.3 Calculo de fuerzas

Como se vio anteriormente, para calcular fuerza ejercida sobre las NPMs del FF, es
necesario obtener el valor de la magnetizacion de la muestra y el campo magnético externo
(Véase seccion 1.1.2). El campo fue modelado a partir de datos experimentales, mientras
que la magnetizacion se midié en un equipo magnetémetro de muestra vibrante (VSM por
sus siglas en inglés).

Las medidas experimentales del campo se realizaron con una sonda Hall, para diferentes
distancias a la superficie del iman y a diferentes separaciones del eje. En la figura 2.6 se
muestra un esquema de los puntos de medida. En cada punto se colocé el detector de la
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sonda Hall para medir la componente vertical del campo magnético, asumiendo una
homogeneidad cilindrica. Estas medidas se repitieron para un arreglo de cuatro imanes
unidos de 2 cm de diametro y 0.5 cm de alto cada uno, concerniente al experimento
siguiente. En este caso también se midié la componente radial del campo.

Con estos datos, se procedié a modelar el iman como un arreglo de N espiras de radio a,
separadas una distancia d, por las que corre una corriente /i (Fig. 2.7). El modelado lo
realizé el Dr. Gustavo Pasquevich mediante una secuencia de comandos en el lenguaje
Python, donde se realizd un ajuste multiple sobre todos los datos medidos, para diferentes
valores de ry z

z(mm)
50
40
30
20
10¢
0 L

Figura 2.6. Se muestran las posiciones en las que se midié el campo del iman.

Para estudiar la respuesta magnética de las particulas y ver la dependencia de la
magnetizacion A/ respecto de un campo variable H, se utilizé un VSM. Bajo las condiciones
necesarias que exige el equipo, la muestra fue encapsulada en un tubo termo-contraible,
similar al utilizado en el estudio de gravimetria, pero esta vez, con un tubo de diametro de 4
mm. El procedimiento de encapsulacién se describe en la seccién 2.2.4.1.

Z
A dB,
__________ II:_> dB,
|
; .|
= N > Y
(N*d){ d

Figura 2.7. El iman se modelé como un arreglo de N espiras de radio a, por las que corre una
corriente i, separadas a una distancia d. Se calculan las componentes radial (r) y axial (z) del
campo magnético B
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2.2.4 Gravimetria de muestra encapsulada

Para comenzar a caracterizar la muestra se realizé una serie de medidas gravimétricas,
en donde se colocé la muestra de FF encapsulada sobre una balanza, bajo la influencia de
un campo magnético generado por un iman de NdFeB, a diferentes distancias. El iman
utilizado fue el mismo que para el experimento anterior, cilindrico de 5 cm de didmetro y 1
cm de altura.

2.2.4.1 Encapsulacion

Para proceder con la encapsulacion, se requirié un tubo termocontraible de 154 mm de
diametro (sin contraer). Al mismo se le calenté uno de sus extremos para luego sellarlo a
presion. Acto seguido, se vertid, mediante una micropipeta, 900 ul de la muestra
previamente homogeneizada por agitacion, para luego sellar el otro extremo del tubo,
teniendo cuidado de que no quede aire en la capsula.

Tras sellar el primer extremo, luego de la incorporacién de la muestra y seguido del
sellado final, se pesé el tubo termocontraible para tener una certeza de la cantidad de FF
dentro de la encapsulacion. La mayor incertidumbre surge al calentar el plastico para su
contraccion y sellado, ya que puede suceder que parte del FF se evapore. Aunque también
existe posibilidad de que se generen pérdidas al cerrar completamente el encapsulado, por
lo que hay que trabajar con mucho cuidado. La calidad del sellado puede inferirse pesando
el encapsulado con el fluido antes y después de sellar. En este experimento es muy
importante conocer con precision la cantidad de FF para una correcta titulacién.

Al realizar la encapsulacion se buscaba que la forma de la misma quede lo mas
homogénea y plana posible, para poder considerar que su altura es despreciable, respecto
de la separacion iman-muestra y que las nanoparticulas no realicen un recorrido vertical
extenso dentro del preparado. Para esto se requirié encapsular varias veces, hasta llegar a
una muestra adecuada.

2.2.4.2 Medicion del peso relativo

La disposicion experimental del sistema (Fig. 2.8) se basd en una balanza electrénica
Radwag PS 1000/C/2, con una precision de d= 0,001 g, y una plataforma de altura
graduable. La balanza tomaba las medidas del peso aparente de la muestra, influenciado
por el campo magnético de un iman de NdFeB de 5 cm de diametro y un cm de espesor, y
con un campo de 0,3 T. Los datos de la balanza eran adquiridos y guardados en tiempo real
en una computadora personal, mediante un programa en codigo Python realizado por
miembros del grupo G3M.
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Figura 2.8. Balanza utilizada en la experiencia, donde se muestra la columna de telgopor que
se utilizé para evitar que el iman altere la lectura.

El iman se colocé en la plataforma de altura graduable, por encima de la muestra, y se
iba cambiando la altura regularmente cada 40 segundos. Durante este tiempo, a partir de
las lecturas del peso aparente, se estimd que las nanoparticulas lograban estabilizarse bajo
la influencia del iman en cada altura. La graduaciéon en la altura se establecié con un
indicador de grados que posee el engranaje que moviliza la plataforma, de tal manera que
cada diferencia en altura fue de 10°, lo que equivale a 0.72 mm en cada paso.

Con el fin de que el iman no altere las lecturas de la balanza, ni su funcionamiento, se
alejo el sistema muestra-iman de la balanza, colocando para ello la muestra sobre una
columna de telgopor. En la figura 2.8 se muestra con detalle el sistema.

2.3 Experimento B de distribucién de NPMs

Para comenzar, se observé la respuesta del FF dentro de un cilindro de acrilico, a cuatro
imanes de NdFeB en contacto mutuo (simulando asi un unico iman de 2 cm de diametro y 2
cm de altura). Esta metodologia especial se hizo de tal forma que siguiera las proporciones
del estudio realizado por Furlani y Ng (20), adecuandose a la disponibilidad de las
geometrias presentes en el mercado y manipulables. Este ultimo articulo expone resultados
tedricos, mediante una simulacién, de la respuesta de NPMs de hierro bajo la influencia de
imanes del mismo material que el utilizado en el presente trabajo.
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Figura 2.9 Disposicion experimental para mantener las proporciones del trabajo de Furlani y
Ng (20). Se muestra el arreglo de imanes a la izquierda, el dispositivo fabricado en la
impresora 3D y el recipiente de acrilico.

2.3.1 Sistema de medida

Para estudiar el comportamiento del FF bajo la influencia del iman anteriormente
mencionado, se disefié un envase de acrilico de 8 mm de radio interno y 20 mm de altura (el
cual se lo rellenaba con 2410 uL de FF diluido, equivalente a 12 mm de altura). Por otro
lado, se compraron 4 imanes de NeFeB de 10 mm de radio y 5 mm de altura, los cuales se
unieron para formar un equivalente a un iman de 10 x 20 mm. De esta forma se respetaron
las proporciones del trabajo de Furlani y Ng (20) cuyas medidas eran Rc= 2 mm, Lc= 3 mm,
Ry= 2.5 mmy Ly=5 mm, donde Rc y L¢ se refieren al radio y altura del envase para el FF, y
Rw y Lw el radio y altura del iman utilizado para la simulacion.

Por otra parte se disefié un sistema de posicionamiento relativo iman-receptaculo
teniendo en cuenta la geometria particular de ambos, haciendo uso de una impresora 3D.
Se imprimi6é un cilindro hueco de 2mm de radio interno, para introducir aqui al iman. En
ambos extremos se encastraron dos bases, una que brindaba soporte a todo el sistema vy
una segunda superior, con centro hueco, que sostenia el recipiente con la muestra de NP,
pero permitiendo que el iman esté en contacto con este ultimo. Las paredes laterales del
cilindro contenian perforaciones, lugar donde se colocaban topes para fijar la posicion del
iman. Las mismas permitian un rango de distancias desde 2 mm (espesor de la base del
recipiente) hasta 24 mm, con intervalos de a 3 mm entre cada perforacion. La figura 2.9
muestra este nuevo sistema. Con esta configuracion fue posible adquirir imagenes mas
cercanas y con mayor comodidad a la hora del monitoreo, cuando se adquirian los datos.

25

——
| —



El protocolo experimental fue el siguiente:

Se tomaron del FF inicial 400 uL y se los verti6 en el recipiente de acrilico.
Seguidamente, se tomaron 2000 uL de agua destilada para diluirlo. De esta manera, la
muestra alcanzé una altura de 12 mm y asimismo fue factible visualizar diferencias
significativas en los resultados, ya que con las muestras concentradas, ya que con la
muestra concentrada esto era imposible.

Al recipiente se lo dejé dos minutos en un equipo de limpieza por ultrasonido Branson
2510, en modo sonicador. Esto fue para evitar aglomeracion de las nanoparticulas,
especialmente luego de cada medida, debido a su prolongado tiempo de exposicion al
campo magnético del iman.

Seguido a esto se “setearon” las camaras para un disparo automatico. Las camaras
utilizadas fueron una Nikon D3100 y otra Nikon D5100. El “seteo” fue tanto mediante el
software de la misma camara D5100 como desde un software libre para computadora
DigiCamControl.

Una vez que se verificd que todo estaba en posicidén, se activaron las camaras y se

colocé el recipiente en su soporte, dejandolo expuesto al campo magnético durante 12
minutos.
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Resultados y discusion




“Gonna rise up, find my direction magnetically”
Eddie Vedder

3. Resultados y discusion

3.1 Transferencia génica asistida magnéticamente

En esta seccion se muestran los resultados obtenidos en los experimentos de
magnetofeccion. Los mismos se obtuvieron a partir de dos disefios experimentales, uno
haciendo uso de captura de imagenes por microscopia, y el otro utilizando un
espectrofotometro.

Los ensayos se realizaron a un tiempo de magnetofeccion de 30 minutos y a una
distancia de 2 mm de separacién para tres tipos de muestras: complejadas (PEI-Mag2 +
rAd-GFP) bajo acciéon del iman, complejadas sin el iman y con el adenovirus desnudo.

Las figuras 3.1, 3.2 y 3.3 incluyen las fotografias adquiridas en las condiciones antes
descriptas. En el primer ejemplo (Fig. 3.1) se pudo constatar que de aproximadamente 650
células de la muestra, unas 245 fueron correctamente infectadas, sintetizando la proteina
GFP.

Figura 3.1. Fotografia de microscopia de fase y fluorescencia. Muestra a 0.9 mm de distancia
con el iman, con complejo PEI-Mag2 + rAd-GFP.

La siguiente figura (Fig. 3.2) muestra la respuesta cuando se agrega el complejo PEI-
Mag2 + rAd-GFP, sin exponer las células a un campo magnético. Aqui se nota una abrupta
caida en la transferencia génica, ya que solo unas 80, de un total de aproximadamente 840
células, pudieron sintetizar la proteina fluorescente verde.
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Figura 3.2. Fotografia de microscopia de fase y fluorescencia. Muestra con complejo PEI-Mag2
+ rAd-GFP sin aplicador magnético.

Para finalizar, se muestran (Fig. 3.3) los resultados para una muestra con vectores
virales desnudos. Nuevamente puede observarse una disminucién del numero de células
fluorescentes, respecto a los resultados anteriores, incluso comparando con las mostradas
en la figura 3.2. El total de células contabilizadas fue aproximadamente 820, mientras que
tan solo 45 expresaron el gen de la GFP.

Figura 3.3. Fotografia de microscopia de fase y fluorescencia. Muestra a la que se incorporoé
virus desnudo.

Seguidamente se procedi6 a realizar medidas espectrométricas. Por cada placa de Petri
se rellenaron 3 pozos de la cubeta del equipo, adicionalmente se incluyeron 4 pozos con
buffer como control. Las lecturas individuales y sus promedios se muestran en la figura 3.4.

Como puede observarse en estos graficos, la transferencia génica aumenta
notablemente su rendimiento cuando es asistida magnéticamente. Incluso las particulas
adheridas al virus aumentan el rendimiento respecto al virus desnudo. Esto puede deberse
tanto a una mayor fuerza de gravedad que experimenta la muestra complejada, como una
mayor afinidad debido a su coraza de PEI.
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Figura 3.4. Resultados obtenidos mediante espectrofotometria para las diferentes muestras
analizadas. El promedio se muestra con las barras azules mas gruesas, indicando su valor en
la parte superior.

3.2 Experimento A de distribucién de NPMs

Los ensayos de distribucion de las NPMs se realizaron utilizando dos sistemas
experimentales, A y B. Los experimentos tipo A se llevaron a cabo utilizando dos coloides:
uno constituido por el coloide con PEI-Mag2 y un segundo con NPMs de magnetita
recubiertas con acido citrico (NPM-Ac), dentro de una placa de Petri.

La figuras 3.5 y 3.6 muestran la vista superior de las placas de Petri conteniendo a los
dos coloides que se supusieron en estado estacionario. En ambos casos se pueden
distinguir anillos y discos de diferentes diametros o distribuciones uniformes. La exposicion
al campo magnético de cada coloide fue de 4 minutos para el NPMs-Ac y de 10 minutos
para el PEI-Mag2.

La observacion comparativa de estas dos figuras revela que en el caso del coloide NPM-
Ac la disposicion de las NPMs muestra una distribucién anular en la mayoria de los casos.
Por otra parte, las NPMs PEI-Mag2 solo se distribuyen formando anillos en los primeros tres
casos (distancias 3 mm, 7 mmy 11,3 mm).

Para comprobar que se habia alcanzado el estado estacionario, se realizaron
experiencias a mayores tiempos de exposicion. Pudo evidenciarse que aquellos estados del
coloide NPM-Ac con una distancia iman-muestra mayor a 24,24 mm y que inicialmente
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presentaron anillos, a tiempos mas prolongados mostraron discos (ver figura 3.8). Se pudo
constatar que la suposicion inicial que asumia estado estacionario luego de un periodo de 4
minutos era erronea. Dicho estado sdlo se evidencié luego de los 10 minutos, donde se
corroboré que la configuracion del sistema ya no cambiaba considerablemente.

El ensayo a tiempos de 30 minutos con el coloide PEI-Mag2 revelé que al aumentar el
tiempo de exposicion, el diametro de los discos se reducia. Esto se muestra en la figura 3.7.

Figura 3.5. Fotografias del coloide PEI-Mag2 tras 10 min de exposicién al campo magnético.
En cada imagen se muestra la distancia iman-muestra en mm.
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Figura 3.6 Fotografias del coloide Fe;0, con ac. citrico tras 4 min de exposicion al campo
magnético. En cada imagen se muestra la distancia iman-muestra en mm.
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Figura 3.7. Comparacion de medidas con el coloide PEI-Mag2 tras 10 min y 30 min de
exposicidon al campo magnético. En cada imagen se muestra la distancia iman-muestra en
mm.
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Figura 3.8 Comparacion de medidas con el coloide con acido citrico tras 4 min y 10 min de
exposicidon al campo magnético. En cada imagen se muestra la distancia iman-muestra en
mm.

Posteriormente se realizo el analisis de las imagenes obtenidas en tonos de grises. En
dichas imagenes se buscd encontrar una relaciéon entre intensidad en la escala de grises y
posicion. De esta forma se busco estimar la cantidad de nanoparticulas en cada posicion,
asumiendo que la concentracion de NPMs y la Intensidad en la imagen seguian una
relacion:
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I=A—f(c)
con / la intensidad, A una constante y F(¢) una funcién creciente que depende de la
concentraciéon. Para esto se desarroll6 un programa computacional empleando la interfaz
grafica del usuario (GUI) en Matlab para el procesado de imagenes. Esta tarea se realizé en
el marco de las actividades de la materia de grado “Procesamiento de imagenes
biomédicas”, dictada por el Ing. Jorge Runco. El programa permite seleccionar una seccién
rectangular (que se busca lo mas fina posible) en cada fotografia, calcularle la intensidad
media y graficarla respecto a la posicién (ver Anexo).

Se puede observar, tanto en las fotografias como en los perfiles de intensidad, la
formacion de anillos (ausencia de NPMs en el centro) y de discos, los cuales van a
depender de la distancia muestra-iman y del tiempo al que se expongan al campo
magnético. Observando los estados a 10 minutos de exposicion para el PEI-Mag2 (Fig. 3.5
y 3.9) se puede distinguir la formacién de anillos para las distancias mas cortas, hasta la
medida de 11 mm de altura. Esta forma en particular podria deberse a que la fuerza radial
ejercida a las NPMs, en algun punto cerca del anillo, se anula, siendo positiva (es decir,
apuntando hacia afuera del recipiente) en el centro, y negativa en la zona exterior del anillo
(apuntando al centro).

Opacidad vs distancia
100 T T T T

3 mm

6,97 mm
15,6 mm
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¥ ¥
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Figura 3.9. Perfiles de intensidad de la imagen respecto a la posicion radial en el recipiente. El
FF utilizado fue NPM-Ac. Cada curva corresponde a una separacion determinada iman-
recipiente.

Para obtener informacién semicuantitativa de las fotografias, también se calcul6 la fuerza
ejercida sobre las NPMs del FF. Para esto, fue necesario medir la magnetizacion de la
muestra y el campo magnético externo (véase seccion 1.1.2).
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La magnetizacién medida y ajustada (mediante distribuciones log-normal de funciones de
Langevin) del ferrofluido NPMs-Ac se muestra en la figura 3.10. Los parametros
estadisticos de este ajuste son los siguientes:

Parametro Valor
o 1.2046 £ 3.7167e-004
(0] 1.026e+004 + 1.859e-008
T 300 K (pre-ajustada)
N 5.836e+013
Hc -3.475e-001 1.305e-008
Cte paramagnética 7.116e-008 1.854e-009
Cte 1.820e-005 9.917e-008

Tabla 3.1 Parametros del ajuste de la funcién lognormal de las medidas de
magnetometria del VSM. EI N presenta un error mucho menor que su valor ajustado.
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Figura 3.10. Medida de magnetizacidn realizada en el equipo de VSM del IFLP.

Como puede observarse en la figura 3.11, la fuerza radial se anula en el eje (curva de
nivel gruesa), a un valor de 10 mm, y va disminuyendo a medida que se acerca al borde del
iman. Por encima de esta curva, la fuerza radial es negativa. Esto impulsa a las NPMs hacia
el centro. Sin embargo, por debajo de la curva de fuerza nula, la fuerza radial es positiva, lo
que hace que las particulas se alejen del centro del recipiente.

Por lo tanto, para entender la formacion de anillos basta considerar en la figura 3.11 una
linea de = constante, que sea z < 10w, Cerca del centro, la fuerza es positiva, expulsando
las nanoparticulas del centro hacia los bordes, hasta que se alcanza un r tal que se anula la
fuerza (se atraviesa la linea de /% = 0). A partir de este punto, la fuerza, que ahora es
negativa, impulsa a las NPMs en direccién al centro. Es decir, este punto es un punto de
equilibrio para el movimiento en la direccién radial. La distribucion de fuerzas radiales
anteriormente detallada puede explicar la formacién de anillos.
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Los discos, se entienden debido a que a partir de distancias = > 10mn, la fuerza radial
siempre es negativa y mas intensa cerca de los bordes, por lo que se iran agrupando hacia
el centro formando discos.

Fr (aN)
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Figura 3.11 Distribucion de las fuerzas radiales para distintas alturas (z) y separaciones del
centro del iman (r), sobre NPM-Ac. La fuerza se encuentra expresada en attoNewtons (aN) y su
intensidad varia de acuerdo a la escala de colores de la derecha. La curva remarcada
pertenece a la posicion en la cual F,=0. La linea punteada marca el limite de la placa de Petri.

Es interesante notar en particular que la linea correspondiente a la fuerza radial nula es
idéntica para ambos graficos (Figura 3.11 y 3.12), sin embargo, en general, la intensidad
depende del momento de las NPMs. En otras palabras, geométricamente los patrones de
fuerzas solo dependen del aplicador, pero su intensidad depende también del momento de
las NPMs.
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Figura 3.12. Distribucion de las fuerzas radiales para distintas alturas (z) y separaciones del
centro del iman (r), sobre NPMs PEI-Mag2. La fuerza se encuentra expresada en attoNewtons
(aN) y su intensidad varia de acuerdo a la escala de colores de la derecha. La curva remarcada
pertenece a la posicion en la cual F,=0. La linea punteada marca el limite de la placa de Petri.

La componente modelada de la fuerza en z (F;) para el iman de 5 cm de diametro y
nanoparticulas NPM-Ac, se muestra en la figura 3.13.
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Figura 3.13 Distribucion de las fuerzas axiales para distintas alturas (z) y separaciones del
centro del iman (r), sobre NPMs PEI-Mag2. La fuerza se encuentra expresada en attoNewtons
(aN) y su intensidad varia de acuerdo a la escala de colores de la derecha. La curva remarcada
pertenece a la posicion en la cual F,=0. La linea punteada marca el limite de la placa de Petri.

3.2.1 Cantidad de NPMs a partir de F

Con las experiencias de gravimetria realizadas con la balanza y la muestra encapsulada,
se logré obtener curvas de relacion fuerza magnética vs distancia. Estas se realizaron a
partir de los datos que tomé la balanza, y que se guardaron en un ordenador gracias a un
script realizado en lenguaje Python por el Dr. Gustavo Pasquevich, registrando el tiempo de
la medida y la lectura de la balanza. Como la distancia de la muestra era modificada en
intervalos de tiempo iguales, el tiempo de la medida guardaba relacion directa con la
distancia iman-muestra. Con un segundo script desarrollado en Matlab, se encontr6 esta
relacién, graficada en la Fig. 3.14. Téngase en cuenta que para poder asignar las distancias
indicadas en la figura a cada valor de fuerza, debe considerarse que el espesor del
encapsulado es despreciable, lo que implicaria que las NPMs no pueden realizar
movimientos en sentido vertical.

Si se compara esta curva con la fuerza axial sobre una NPM, modelada para este iman
en r = 0 (Fig. 3.15), se observa una relacién intima. Como la figura 3.14 es una fuerza total
sobre la muestra de NPMs y la figura 3.15 es la fuerza sobre una sola, podria estimarse el
numero de nanoparticulas y su concentracion, al calcular la relacion entre ambas. Para esto
es que se desarrollé una interpolacion de las medidas gravimétricas, que se muestra en la
figura 3.14 como una curva roja.
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Figura 3.14 Curva de Fuerza Magnética sobre el coloide NPM-Ac respecto a la distancia iman-
muestra, obtenida mediante el procesamiento de los datos del estudio de gravimetria. En rojo
se muestra una interpolacién que se realizé para poder calcular el niimero de NPMs.
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Figura 3.15 Curva, obtenida bajo simulacién del campo magnético, de Fuerza Magnética sobre
una NPM del coloide NPM-Ac respecto a la distancia al iman.
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El cociente entre ambas curvas para cada separacion se puede observar en la figura
3.16, donde muestra que el numero de NPMs se encuentra entre 6.1*10" y 8.38*10". Estos
resultados fueron comparados con los obtenidos a partir de la medicion de la magnetizacién
de la muestra en el VSM. El ajuste de dicha medicién bajo una distribucién lognormal de
funciones de Langevin presento, entre otros parametros, el numero de particulas N de la
muestra. Este es el que figura en el grafico de la Fig. 3.16 en rojo con la leyenda VSM.

Los resultados obtenidos, si bien difieren, demuestran ser consistentes entre si. Esta
diferencia podria estar sujeta, por ejemplo, a posibles errores sistematicos que pudieron
ocurrir durante las medidas gravimétricas. Pese a esto, el modelo del campo magnético
puede considerarse adecuado y consistente. A su vez, estos resultados demuestran que
puede medirse la fuerza ejercida por el iman sobre la muestra en funcion de la posicion,
empleando una simple balanza.

1,20E+014 . , . , . , . , .
1,00E+014 .
) Balanza ]
§ 8,00E+013 A
o
pd | |
S VSM
E‘ 6,00E+013 4 _ _ _ _ _ _ _ oo
=5
Z | |
4,00E+013 .
1 Numero de NPMs en 50 uL de coloide 1
2,00E+013 . , . , . , . , .
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Separacion al iman (m)

Figura 3.16 Cociente de los valores interpolados de las curvas 3.14 y 3.15, de la Fuerza
Magnética sobre una NPM del coloide NPM-Ac respecto a la distancia al iman.

3.3 Experimento B de distribucion de NPMs

En este experimento se utilizoé tanto el recipiente de acrilico disefiado como el sistema de
posicionamiento relativo iman-receptaculo. Al igual que en los ensayos descriptos
anteriormente, las imagenes correspondientes a la vista superior al final de cada medida,
muestran patrones que dependen de la distancia y tiempo de exposicion al iman (Fig. 3.17).
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Figura 3.17. Fotografias del coloide NPM-Ac tras 10 min de exposicion al campo magnético. En
cada imagen se muestra la distancia iman-muestra en mm.

Nuevamente, se realizd el andlisis de las imagenes obtenidas. En dichas imagenes se
busco encontrar una relacion entre intensidad en la escala de grises y posicion.

En los perfiles de intensidad, obtenidos a partir del programa desarrollado en Matlab,
(figura 3.18) es evidente la presencia de discos dentro de los cuales se concentran las
NPMs. Estos discos se generan de diferentes tamanos segun la distancia a la que se
encuentre la muestra respecto al iman (figura 3.19). El disco mas grande se encuentra a 2
mm, reduciendo su radio abruptamente a distancias cercanas a 5 mm.

Cabe mencionar que la fuerza magnética no es suficiente para determinar la
redistribucion espacial de las NPMs en funcién del tiempo. Dicha distribuciéon sélo puede
obtenerse resolviendo la expresion de difusion (Véase seccidn 1.1.2), lo cual sera objeto
de un trabajo posterior. No obstante, como se remarcé anteriormente, un dato muy
caracteristico, es el punto de equilibrio estable radial, ya que las NPMs tenderan a
acumularse en esa posicion.
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Figura 3.18. Perfiles de intensidad de la imagen respecto a la posicion radial en el recipiente.
Cada curva corresponde a una separacion determinada iman-recipiente luego de 10 minutos
de exposicion.

Figura 3.19: Radio de los primeros cinco discos de NPMs formados en el recipiente para cada
distancia al cabo de 10 minutos de exposicidn.
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Figura 3.20. Distribucion de las fuerzas radiales para distintas alturas (z) y separaciones del
centro del iman (r), sobre NPM-Ac. La fuerza se encuentra expresada en attoNewtons (aN) y su
intensidad varia de acuerdo a la escala de colores de la derecha. La curva remarcada
pertenece a la posicion en la cual F,=0. La linea punteada marca el limite del recipiente.

3 Intensidad vs. Distancia

Figura 3.21. Perfiles de intensidad respecto a la altura del ferrofluido en una vista lateral, para
una distancia iman-muestra de 2 mm y para tiempo de abajo hacia arriba de 0, 5, 10, 15, 20, ...,
40, 45 segundos.

La figura 3.20 muestra la intensidad de la fuerza radial proveniente del iman de 2 cm de

diametro por 2 cm de alto, utilizado en esta experiencia. La linea gruesa muestra
nuevamente la posicion que corresponde a la fuerza radial nula.
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En este caso particular, la ausencia de anillos, como pasaba en el experimento anterior
es razonable, ya que la fuerza radial se anula aproximadamente para z < 1,5 mm. Pero la
distancia minima que se pudo leer es de 2 mm, espesor de la base del recipiente. Esto
implicé que todas las medidas estuvieran por encima de la curva de 7, = 0.

Los perfiles de intensidad laterales que se muestran en la figura 3.21 son para una
misma distancia iman-muestra (2 mm) en diferentes tiempos. Esto muestra como el fluido va
decantando, lo que aumenta la intensidad de la imagen. En la figura 3.22 se seleccion una
altura fija (9,18 mm) de la figura anterior, y se grafico la intensidad en esa altura para
diferentes tiempos. Aqui puede verse que la intensidad crece con el tiempo, alcanzando un
valor maximo, luego de 45 segundos.
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Figura 3.22. Intensidad a una altura 9,18 mm a diferentes tiempos, para una distancia iman-
muestra de 2 mm.
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Figura 3.23. Estudio gravimétrico del mismo sistema para distancias de 0 mmy5mm (2y 7

mm al sumar el espesor de la base del recipiente). La masa aparente negativa que se muestra
es proporcional a la fuerza magnética ejercida sobre las nanoparticulas.

En la figura 3.23 se muestra la variacién del peso de las NPMs con el tiempo, para una
distancia iman-muestra de 2 y 7 mm, tras ser expuestas a un campo magnético.
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El objetivo de este ensayo fue continuar utilizando la geometria del experimento B e
intentar obtener alguna informacion acerca de la componente de la fuerza magnética en z.
Con ese proposito, se colocd sobre un soporte de telgopor de la balanza el arreglo de
imanes del experimento, y sobre una plataforma de altura graduable, la muestra de
nanoparticulas, con la misma concentracién utilizada anteriormente. Para estas medidas se
utilizaba la tara de la balanza para compensar el peso del sistema montado con el iman
sobre la balanza, tal como se muestra en la figura 3.24. De esta forma, el peso aparente P
= mg que se podia obtener de la balanza una vez colocado el FF en interaccion con el
campo, tiene un valor proporcional a la fuerza magnética.

Los gréficos 3.22 y 3.23 plasman de dos maneras diferentes la fuerza promedio en la
direccién del eje z. Una, mediante la intensidad de la imagen a una altura dada en el
recipiente para distintos tiempos, y otra, midiendo la diferencia entre las fuerzas gravitatoria
y magnética.

Analizando los graficos (Fig. 3.22 y 3.23) podemos notar que presentan una tendencia
asintotica hacia un estado de estacionario, el cual se alcanza luego de aproximadamente 60
segundos, en ambos casos. También se muestra en la figura 3.23 la curva respectiva para
una lectura a 7 mm de distancia iman-muestra. Aqui el estado estacionario también se
alcanza a unos 60 segundos.

Figura 3.24. Sistema gravimétrico utilizado para comparar las fuerza magnética en z con los
perfiles de intensidad.
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Conclusiones




4. Conclusiones

Los resultados obtenidos en los experimentos de transferencia génica en presencia de
NPMs evidenciaron mayor efectividad que en ausencia de las mismas. Pudo comprobarse
que la misma es aun mayor cuando el proceso es asistido con un campo magnético.

Los ensayos mostraron detalles de la variacion de la distribucion de NPMs con la
distancia iman-muestra y con el tiempo de exposicion. Pudieron observarse cambios de
forma de anillos a discos para tiempos de 10 minutos y distancias de mayores a 24,24 mm,
antes de llegar al estado estacionario.

Se pudo constatar que la componente en z de la fuerza magnética es mas intensa que la
radial, lo que genera que las nanoparticulas se desplacen con mayor rapidez en esta
direccion, pudiendo tardar cerca de 3 veces mas en llegar a un equilibrio aparente en la
direccion radial respecto de la axial.

A su vez, gracias a la comparacion de las medidas realizadas en el VSM vy los estudios
gravimétricos, es importante destacar que es posible medir la fuerza magnética en funcion
de la posicién, experimentalmente sobre las NPMs con una simple balanza. Esta conclusion
permitiria implementar un método simple y rapido de caracterizacion preliminar de coloides
magnéticos.

Pudo comprobarse que todo aplicador (iman) cilindrico de radio R presenta un punto de
equilibrio radial para r < R a una separacion z < z,. proxima a la superficie del mismo,
especifico para cada sistema, siendo r una funcion de z que sélo depende del tipo de iman
que se esté utilizando. Como consecuencia, cuando z < z,,,, los patrones de equilibrio seran
anillos.

También se ha mostrado que el modelo del campo magnético utilizado parece ser
consistente, tanto en los resultados de distribucion de NPMs, como en los estudios
gravimétricos. Esta herramienta puede ser muy util en estudios futuros que utilicen los
mismos aplicadores magnéticos.

Como trabajo futuro se proyecta resolver la ecuacion de difusién para las particulas, con

el objeto de contar con las herramientas suficientes determinar la redistribucion espacial de
las NMPMs en el fluido, en funcion del tiempo.
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6. Anexo

Software realizado para procesamiento de imagenes

En el marco de la catedra “Procesamiento de imagenes biomédicas” se realizd, bajo el
entorno grafico de usuario (GUI) de Matlab, un programa para poder realizar un
procesamiento de las imagenes obtenidas en los experimentos descritos en las secciones
2.2 y 2.3 de este trabajo. En estos experimentos se tomaron fotografias de un recipiente
cilindrico que contenia un coloide con NPMs, continuamente durante diez minutos o mas,
para observar la distribucion que tomaban estas con el paso del tiempo.

El objetivo principal del programa es, con las imagenes adquiridas en los experimentos,
obtener un perfil de intensidad sobre un area seleccionada de la imagen, luego de que esta
ultima sea convertida a una escala de grises. Especificamente, el perfil de intensidad puede
ser asociado a la concentracién de NPMs respecto a la posicion radial del recipiente, ya que
estas se observan oscuras, y al concentrarse, la intensidad en la imagen baja. El algoritmo
que sigue el script para poder realizar este perfl es el siguiente:

Una vez seleccionada un area en la imagen, se guardara en una variable la posicion y
dimensiones de la misma. Para un area de M pixeles de largo por N de alto, se realizara un
promedio de los valores de intensidad de cada pixel para una dada posicion lateral m (con
valores de entre 1 y M). Esto es, todos aquellos pixeles con posicion m se suman y se
dividen por el numero total de pixeles con esta posicion, que sera N. Este proceso se
repetira M veces hasta obtener los puntos para la gréafica deseada.

El programa consta de una interfaz grafica que posee dos areas de trabajo. En la primera
es donde se carga la imagen y se realiza el procesamiento. Para este ultimo se cuenta con
herramientas como la de rotacién de la imagen, un conversor a escala de gris, zoom vy
selector de area rectangular. También hay un boton para volver la imagen a su estado
original. Cada una de estas herramientas fue personalizada para este propdsito.

En el caso de la herramienta de rotacion, el programa abre una ventana de dialogo en
donde invita al usuario a elegir el angulo de rotacién deseado. Esto se hizo de esta forma ya
que, para seleccionar una seccidén en la imagen, habia que tener cuidado de no abarcar
areas con imperfecciones, burbujas o reflejos en el liquido, que no tendrian una
concordancia con la concentracién de NPMs.

La herramienta de seleccion rectangular se hizo a partir de una funcién predefinida por
Matlab, pero con una particularidad. Si en una misma sesion se utiliza la herramienta mas
de una vez, el programa guardara la posicion y dimensiones de la ultima vez que se la
utilizé y mostrara dicha area. Esto permitié agilizar mucho el proceso de graficado, mientras
que permitia mantener constante el numero total de datos seleccionados.
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La segunda area de trabajo es donde se grafican los perfiles de intensidad de cada foto
que se cargue. Mientras una misma sesién es iniciada, el programa es capaz de graficar
multiples perfiles, para varias imagenes. Un ejemplo de esta herramienta es la figura A.1

donde se muestran los perfiles de intensidad finales para diferentes distancias iman-
muestra.

El botén para graficar va a comenzar su comando buscando las coordenadas del
area rectangular seleccionada y luego pasa la foto a escala de gris (sin mostrarla al
usuario). Luego mediante un loop hara el promedio mencionado anteriormente de los
elementos que forman el rectangulo seleccionado. Ya con los datos de intensidad
promediados, y con la determinacion de la distancia, se realiza el ploteo.

Para finalizar, un botén de guardado realiza un comando saveas sobre el grafico
ploteado y permite almacenarlo como un archivo PNG o JPG.

proc_fotos3 - X
=R R A=1" | B
Opacidad vs distancia
55 T T T
-~ 2 mm Superior (21) jpg
5 mm Superior (18).jpg b
8 mm Superior (31) jog ]
11 mm Superior (31).jpg
40 14 mm Superior (38).jpg
20 mm Superior (37).jpg
23 mm Superior (37).jpg
=T,

Intensidad

Distancia al eje (mm)

Abrir foto Resetear Imagen Escala de Gris

Plotear Intensidad Reset

Figura A. Programa realizado para el procesamiento de las imagenes
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