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1. Introduccion

El cancer de mama es una enfermedad que dia con dia @srfaerza, arrebatando miles
de vidas diariamente no s6lo a nivel nacional, sino también global, lo cual sisuacan
alarmante. En México ademas del problema que porsshonya representa la enfermedad
existen otro tipo de cuestiones que causan que el cdaaealn mas letal. Entre ellos
podemos encontrar factores como la falta de informaciéongientizaciéd en lo que
concierne al cancer (sintomas, clasificacion, diagnédiatamiento, etc.), ademas de la
cuestién econdmica. Este ultimo aspecto representa umérgit@nte por parte del paciente
para tomar la decision de iniciar (o continuar) con su tratamiento y cuidados dinicos

La ciencia y la tecnologia estan en constante délsaeroeste rubro, unificando fuerzas para
proporcionar herramientas y soluciones que sean capaces de mejorar la calidadeltavida
poblacién con cancer de mama, mayoritariamente mujgsarismo, dentro de esta lucha
incesante contra el cancer se pretende abaratar los tawgtode los métodos de diagndstico
como los de tratamiento, debido a que los métodos convencionales resultan tener precios
muy en altos en relacion con la media del salario de la@idbl mexicana al ser un pais en
vias de desarrollo, por ende, existe un conflicto de prioridades personales queefivore
desatencién de la patologia y posterga el diagndstico. Atendiendo a otra de laslgsincipa
preocupaciones por parte de lacigntes esta el planteamiento de procedimientos cuya
invasividad sea reducida al minimo y sus resultados seanfigiédates. Del mismo modo,
resulta fundamental disminuir al maximo los tiempos de respuesta para obteesultaslos
clinicos de un diagstico certero, dado que entre mas pronto sea la detectiddnder, se
presenta un escenario mas favorable con mayor margeramiebra para tratarse y en
consecuencia mas posibilidades de dura

Las lesionesnetastasicas (es decir, cuando el cancer se ha pdipagelen ser multiples y
resistentes a las terapias convencionales, lo quelthifeléxito de la reseccion quirdrgica y
el tratamiento farmacologico. Por ello, existe una ndadsimperiosa de detectar con
sensibilidad la metastasis de los tumores @dnaen una fase temprana y predecir el
potencial metastasico del tumor primario, o que podria permitir inteoregitempranas
como la inhibicion del trafico de estas células a érganos distaledo Ranto, resulta
especialmente atractivo desarrollar modalidades de mmage suficiente informacion
molecular que evalue el riesgo de metastasis. Como candidato prometedagyela dmiica
permite una identificacion sensible y facil de lasifitaiones moleculares, evitando el
peligro radiactivo y el alto coste de la imagen nudear.

La nanotecnologia tiene multiples aporteseecomunidad cientificg ha destacado por sus
valiosos aportes en los campos interdisciplinarios de la biologia y la medico@ndel de
mama no es la excepcién, dado que la nanotecnologia hadeajzartes en la deteccion y
tratamiento de esta enfermedad, la variedas posibilidades son infinitas y sus propiedades
Unicas. Numerosas nanoestructuras han sido implementadaka pketeccion del cancer,
entre las mas relevantes podemos encontrar los puntos cuanticos (QDs, pglaswensi
inglés), los cuales poseen pregéades Opticas excepcionales que le permiten posicionarse
entre los mejores instrumentos en el ambito de la emzlggia, asimismo exponen la
capacidad de ser funcionalizados y ser especificos paladmarcadores sobreexpresados
en el microambiente tumal. El principio y fundamento operativo de los puntos cuanticos
es la emisién de luz a través de la excitacion de efexdr Por otro lado, a pesar de que se



presume de su alcance y sus propiedades sobresaltantbg&n existen limitantes y estas
giran en torno a que los QDs convencionales estan hechos con materiales altameste téxic
como el Te, Cdy el As. Razoén por la cual se buscalemgntar nuevos elentos que sean
capaces de ofrecer una baja citotoxicidad aunada a uemdtionientd*

1.1. Preambulo

El cancer es una de las principales causas de morbilisadrtalidad y, actualmente es
responsable de una de cada seis muertes en el rEhcincer de mam&C, por sus siglas

en inglés) es uno de los tumores malignos mas frecuentes en las mujeres, segun las
estadisticas, en el mundo hay alrededor de 1.2 millones de nuevos pacientes catecance
mama cada afio, de los cuales 0.5 millones de pacientesontLos canceres metastasicos

son la principal causa de muerte relacionada con el caygaeue las metastasis pueden
eludir las terapias convencionales contra el cancer, dancorugia, la radioterapia y la
quimioterapiéf

Las disparidades en la asignacion de recursos, la infreest establecida, la organizaciéon

y el acceso a la atencion sanitaria provocardn a una ri@egode mortalidad por cdncer en
los paises de medianos y bajos ingreeMHC, por sus siglas en inglés), donde la poblacion
es muy vulnerable, los diagnésticos se realizan en faseawaézadas de la enfermedad y
el acceso a la atencion es precario. ILE$C tienen una incidencia de cancer de mama mas
baja (pero creciente) y una tasa de mortalidad magwdtéa de los paises de altos ingresos
(HIC, por sus siglas en ing)sEl envejecimiento, y las tendencias demograficas son los
principales motores del cambio en la incidencia y mdddlidel cancer de mama a nivel
mundial’

En México, desde 2006, el cAncer de mama es la nepplas frecuente, en el cual el grupo

de las mujeres de 65 afios 0 mas se encuentran entrados gon mayor crecimiento tanto

en incidencia como en morbilidad en la Gltima décadidemas, es la principal causa de

muerte y discapacidad relacionada con el cancer entreu@ses jovenes mexicanas, con
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diagnostican en un estadio mas avanzado que en los paises desarrollados, ya que hasta el 50%
presenta la enfermedad en estadio Il d YMjene un comportamiento mas agresivo que el

de las mujeres de més edad.

El diagnéstico temprano basado en la concienciacion getasntes y el acceso adecuado
a los procedimientos d#tagnostico es la estrategia inicial mas eficaz papatcel control

del cancer de mama en escenarios con recursos limitadssprincipales objetivos
prioritarios deben ser el diagndstico temprano y el tratamiento oportuno dai déamama.
Una vez realizado el diagnéstico, el acceso a la cirugé radioterapia siguen siendo
objetivos importantes de cualquier estrategieapaejorar los resultados. La deteccién
temprana repercutira en los resultados siempre que se disponga de atencion densefuimie

Las células tumorales circulantes (CTC) de cancer deamammla sangre se detectan
principalmente mediante inmunocitoquimica@,Goor sus siglas en inglegitometria de
flujo (FCM, por sus siglas en inglég RT-PCR. La I refleja la existencia y distribucion
de biomacromoléculas, pero el procedimiento es tedioso y requiere mucho tietap@si

P



la escasa fotoestabilidad de la fluoresceina puede influir en los resultadabderi/acion.
LaFCMy la RT-PCR son sensibles y rapidas. Sin embargo, la morfologia y més informacion
bioldgica no puede ser adquirida por los métodos anteriores.

Aungue se han utilizado varias tecnologias de imagen de la mama, como los ultrasonidos, |
Optica, la tomografia, la nuclear, los infrarrojokay técnicas de imagen térmica, ninguna

esta bien establecida para captar y obtener imadgeheancer de mantan un cien por cien

de certeza. Las nuevas nanotecnologias de obtencion de imagenes pueden desempefar un
papel importante en la deteccion precoz del cancer deameediante cribado, diagndstico

y prevencion, ya que los nuevos nanomateriales ofrecen un mejor contraste parei@mobte

de imagenes bioldgicas del cancer de mama y de giassde cancer.

En el ambito de la nanotecnologia del cancer, los nanomateriales han tenido un papel
importante en el diagnostico, la prevencion y el tratamiento de varios tipascee g&l uso

de marcadores bioldgicos a nanoescala, inmunoterapipiatéotodinamica, células madre,
nanofarmacos anticancerigenos en el tratamiento de éancer.

Las nanomedicinas miden 16, y pueden ser (tiles para tratar enfermedades cardnadr
cerebral, enfermedades del sistema nervioso y variagsdgpoancer. Estas medicinas pueden
pasar por una barrera en el cerebro que normalmente evita que otros medicamgeetos lle
alli, conaida como barrera hematoencefafica.

Los nanotransportadores y los nanofarmacos pueden utilizarse en la deteccion, el
diagndstico, la prevencion y el tratamiento de muchos tipos de enfermedades humanas,
incluido el cancef.

Las propiedades Opticas y/o magnéticas Unicas de las nanoparticulas nparmite
seguimiento celular no invasivo, preciso y en tiempo real. En particytao)@hgado tiempo
de retencion celular de estos nanomateriales proporciona una amplia ventasex\ceciin

y, por lo tanto, hace posible el seguimiento celular longitudtinalo.®

El desarrollo de un método eficiente y sensible pardetaccion de CTCs en sistemas
bioldgicos complejos es esencial en el bioandlisis.

1.2. Marcaje celular

El marcaje celular basado en nanoparticulas ha surgido como un aspecto importante del
diagnéstico y la terapéutica actuales de las enfermedBtiseguimiento y la monitorizaciéon

de células trasplantadas mediante nanoparticulas ha mostrado resultadsisdmaan

vitro e in vivo. Gracias a sus singulares propiedades mecanicasasptieléctricas, las
nanoparticulas podrian utilizarse para el marcaje cafitzz de células madre, inmunitarias

y cancerosas.

Los receptores de la superficie celular proporcionan lesientos de reconocimiento
molecular para el disefio de tecnologias de orientaciécédekr. Casi todas las estrategias
actuales de focalizacion se basan en el reconocimierdoifisp de los reqeores proteicos
enddgenosEl reconocimiento de los receptores de la superficidare@specificos de la
enfermedad permite la administracion selectiva de agetdrapéuticos en los tejidos
enfermos y minimiza los efectos secundarios no deséados.



Los anticuerpos, como elementos de reconocimiento convencionales, han sido angliament
utilizados para el bioetiquetadd.

Las células con mutaciones genéticas tienen la cauhald expresar poblaciones de
receptores alteradasgunas células de cancer de mama expresan en excesefgbr 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano (HER2/fdo)que favorece el desarrollo de
diversos farmacos dirigidos al candeamentablemente, dicha sobreexpresién de HER2 se
limita al 1520% de los canceres de mama, por lo que la mayoria padi@stes con cancer

de mama no pueden beneficiarse de las terapias dirigHBRa°

El etiquetado 6ptico (OL, por sus siglas en ingsésbasa en la deteccién de la fluorescencia,
este método consiste en el marcejevivode células con una etiqueta fluorescente, el
posterior injerto de las células etiquetadas y la visualizacion de su acimela©rganulos
especificos de interés. El métodh es tan sensible como las técnicas de imagen basadas
la radiomarcacion, pero sin ninguna exposicién a la irradiacion. EI métodOoLde
proporciona un medio eficaz para el seguimiento no invasiVas células de forma repetida,
generanda@si una vision de la migracion de las células al lugar de déstino.

Las etiquetas celulares basadas en nanomateriales, como los puntos chantwmsyertido
al OL en un método de coste relativamente bajo y en una herramienta indispensable en los
estudios con animales pequeffos.

Los agentes de contrast€As, por sus siglas en inglés) son productos quimicos que
aumentan el contraste y se utilizan para mejordefaccion de enfermedades aumentando
la sensibilidad del diagnoéstiéo.

Los QDs coloidales luminiscentes son nanoparticulas semiconductoras inorganicas
fluorescentes con caracteristicas 6pticas Unicas. Sdadpoes de carga (electrones y
huecos) confinados en las tres dimensiones. Poseen una buena estabilidad fisica y
fotoedabilidad y se han utilizado para facilitar el seguimiedfitico de las células
implantadas. Como cada célula contiene muchas nanapastigue pasaran a las células
hijas, es posible el seguimiento a largo plazo del dedgrias células.

El brillo superior y la falta de fotoblanqueo de los puntos cuanticos promueven@meso
etiquetas para la microscopia de luz en las ciencias\ddd!°

Los QDs son candidatos ideales para la microscopia multifotonica en animaseya que

el producto de la seccion transversal de absorcion no lineal de dos fotones y el rendimiento
cuantico de fluorescencia proporcionan una medida directa de la lutaithogara la
obtencién de imagenes. Los estudios de modelizacién también han revelado que existen dos
ventanas espectrales, 7800 nm y 12061600 nm, para la obtencion de imagenes Opticas
Optimas basadas en QIDsvivo. Se hace hincapié en la selecciontdelafio adecuado y del
recubrimiento biocompatible como factores principales.

Los QDs se prefieren a los fluoréforos organicos pansaetaje celular multicolor debido a

sus altos rendimientos cuanticos, altos coeficientesai@en molar, fuerte resistencia al
fotoblanqueo y a la degradacién quimica, amplios espectros de excitacion, largos tiem

vida de fluorescencia, estrechos espectros de emision ydgsptazamiento de stokés.
Debido a su monodispersidad al 100%, los QDs proporcionan datos mas precisos para los



estudios cuantitativos y de localizacion a escala nanaaéém comparacion con las
nanoparticulas de or8.

En general, existen dos enfoques para el marcaje y efrsegto celular: el marcaje celular
directo y el indirectoEl etiquetado celular directo se refiere a la estratdgiaargar las
células con sondas antes del injerto en el huésped. El atiquetdirecto mediante la
transfeccion de un gen reportero permite visualizaa#to, la persistencia, la proliferacion
y la funcion de las células en el lugar de destino.

Las nanoparticulas pueden introducirse de forma pasiva (no dirigida) o aciiyiadyien
las células de interés.

1.2.1. Estudio inmunohistoquimico

La inmunohistoquimica (IHC, por sus siglasirglés es un método de prueba auxiliar
ampliamente utilizado en la patologia quirdrgica anatanmara la clasificacion y el
diagndstico de las células y utiliza anticuerpos dirigidos contra determinadgyenasten
tejidos y células especificos para facill@determinacién del tipo de célula y el érgano de
origen. El método se realiza con mayor frecuencia en tejidos fijados en farmliiéos en
parafina (FFPEpor sus siglas en inghé<El uso de la IHC se ha ampliado para evaluar
biomarcadores predictivos y prondsticos en muchas neoplasias malignas, comadamde m
tracto gastrointestinal, pulmén, hematolinfoide y sistanervioso centrat

Este método se aplica sobre todo junto con la evaluacién morfolégica como herramienta de
diagnéstico y, en el contexto del diagndstico del cancer, sirve como plataforma soélida y
rentable para la deteccidn integral de biomarcadd@lepronostico y la dete@n de la
enfermedad minima residual también pueden llevarse Bbo cmediante la
inmunohistoquimicé?

El principio basico de esta técnica consiste en talymcion localizada, catalizada por
enzimas, de una sefal cromogénica visibkbtu mediante microscopia Optica de rutifa.

Los pasos secuenciales de la IHC pueden resumirse en: 1) recuperaciéget@suiiA),
implica el tratamiento previo del tejido para reaapdos antigenos enmascarados por la
fijacion y hacerlos mas accesibles a la union del anpoye?) adicion delanticuerpo
primario; 3) aplicacién de un anticuerpo secundario que se une al anticuerpaopyidiar
adicion de un reactivo de deteccion para localizar el amioygimario*!

El anticuerpo primario puede ser monoclonal o policlonal, por lo general de lags&se |
producido mediante la inmunizacion de un huésped mamifero como el ratén, el conejo, la
cabra o el caball&. En general, los anticuerpos monoclonales, que se dirigen a un solo
epitopo, tienden a ser mas especificos, mientras que los policlonales, que pusdea uni
muchos epitopos diferentes, tienden a ser mas sensibles.

Para visualizar la interaccion antigeartticuerpo bajo microscopia de luz, hay que marcar
el anticuerpo primario o el secundario, que se dirige contra la inmunoglobulinaspetie

en la que se produjo el anticuerpo primario. En el método directoti@lexrpo primario se
marca y se aplica al tejido en un proceso rapido de urpasty sin embargo, este método



no se utiliza comunmente debido a la falta de amplificade la sefal y, por lo tanto, el
requisito de una mayor concentracién de anticuerpo, asi @merésidad de marcar cada
anticuerpo primario. En el método indirecto, el anticuerpo secundario estalmdocque
permite la amplificacion de la sefial y su uso con muchos anticuerpos primtztiestds-!

La inmunohistoquimica convencional (IHC) se utiliza habitualmente como técnica de
diagndstico en el campo de la patologia tisular, pero adotecedas limitaciones. La mas
critica es que esta técnica sélo permite el madmjen Unico marcador por s&mn tisular.

Esto hace que se pierdan oportunidades de obtener importante informacion @ronostic
diagnéstica de las muestras de los pacientes.

Existe la probabilidad de que aparezca la tincion de fondo, que puede deberse a la unién
inespecifica de los anticuerpos, mas comun en los arpiasi policlonales, y a la actividad

de la peroxidasa enddgena, mas problematica en los tejidos con abuedsmistos
hematopoyéticos, como la médula 65ea.

Los falsos positivos y negativos pueden deberse al propio método inmunohistoquiraico, per
también a un sinfin de otros factores, como la preparacion y la fijddidwa serie de factores
preanaliticos, analiticos y postanaliticos pueden inflairlae calidad de las tinciones
inmunohistoquimica¥.

Aunqgue la IHC sigue siendo un método de diagnéstico y prondstico muy practico y rentable,
este método de marcador Unico no puede recopilar toda la informacion del complejo
microambiente inmunitario. Otro inconveniente de la evaluacion de biomarchdsats

en la IHC es la alta variabilidad interobservator.

1.2.2 Ensayos inmunohistoquimicos para cancer de mama

La inmunohistoquimica tiene numerosas aplicaciones importantes en el diagnostico de la
patologia mamaria, desde ayudar a diferenciar entre haperp epiteliales benignas y
proliferaciones neoplasicas hasta servir como biomarcadores predicpvasigticos que
ayudan a guiar el tratamiento de las pacietftes.

La lista de inmunohistoquimicas que pueden apoyar el origen mamario de un carcinoma sigue
creciendo, pero también lo hace la lista de advertermiasu interpretacion. Ninguna
inmunotincion es totalmente especifica para el carcinomaadearny el estado del receptor

de estrégeno (RE) del carcinoma influye en la sensibilidad de la inmunotificion.

Un biomarcador del cancer es un indicador medible; por ejemplo, el nivel ovidaxtiie

una entidad molecular concreta, segregada por las pro@iaks cancerosas o por el
organismo en respuesta al cancer. Tiene una firma nhelegoica con caracteticas
identificables, que puede medirse objetivamente y evaluarse como indicador deeso proc
patogénico o de la respuesta farmacoldgica a una te@pieetat®

Algunos de los principales retos de la deteccion predozadeer basada en biomarcadores
son las bajas concentraciones de ciertos biomarcadoeea, manudo no reflejan el cancer

de forma eficaz, y que ninguno de los biomarcadores actualmente disp@idaaza el
100% de sensibilidad y especificidad. Los esfuerzos se centran cada vez mas, nelsolo en
descubrimiento de nuevos biomarcadores fiables, cuantitativos o validados ptead@de



temprana del cancer, sino también en la mejora densitslidad de los ensayos y en la
construccion de un sistema de amplificacion de biomarcagamsfacilitar la deteccion
mediante las nuevas tecnologias de nanosenSores.

Han surgido nuevos marcadores inmunohistoquimicos como sustitutos de cambios
moleculares especificos en varios carcinomas de mariodespecial, como el carcinoma
adenoide quistico, el carcinoma secretor y el carcinomeélldas altas con polaridad
invertida (TCCRPpor sus siglas en ingé& aBLA 1).14

Carcinoma de mama de Alteracibn molecular mas Inmunohistoquimica
tipo especial frecuente

Carcinoma adenoide Translocacion(6;9), que MYB

quistico da lugar a la fusion del gen
MYB-NFIB

Carcinoma secretor Translocacion(12;15) que PanTRK
da lugar a la fusién génica
ETVENTRK3

Carcinoma de células alta Mutacién del punto IDH2

con polaridad invertida calientelDH2 p.ARG172

(TCCRP)

Tabla 1 Inmunohistoquimica de los impulsores molecularel®slearcinomas de mama de tipo especial.

El uso de inmunotinciones ayuda a la correcta clasificaciostds earcinomas de mama, a
menudo con un coste menor y un tiempo de respuesta mas rapidodgutaglpruebas
moleculares correspondientés.

La expresion del receptor de estrogeno y el receptor de progesterona se analizade form
rutinaria en los canceres de mama como marcadores de monggirediccion. Estos
receptores se expresan en aproximadamente-80%5y el 65% de todos los tumores d
mama, respectivamentg.

La precision de las pruebas de biomarcadores del cdaamama es de vital importancia
para el cuidado de las pacientes. Sin embargo, ed2d%s resultados de las pruebas de RE,
RP y HER2 en todo el mundo son inexacfos.

Mediante un analisis de agrupacion no supervisado, se identificaron cinco subtipos
intrinsecos de cancer de mama: subtipos luminal A, inBnsimilar a la mama normal,
enriquecido con HER2 y similar a la mama basal. Enkos,dbs canceres de mamatib®

luminal son en su mayoria ER/PR positi¥ds.

La tecnologia de inmunohistoquimica convencional tiene pocos requisitos en cuanto a las
condiciones experimentales y el equipo, tiene las ventajas de un funcionammeitit, s
posicionamiento obvio de los resultados y una deteccién semicuantitgtivede relacionar
estrechamente la morfologia del tejido/la célula con seidn y su metabolismo. Sin
embargo, en la practica, a menudo se produce una coloracion inespecifica con un fondo
amarillo, lo que afecta seriamente a la interpretacdé los resultados experimentales.
Especialmente en el caso de los tejidos ricos en miloieenen el citoplasma, como los
tejidos de la tiroides, el higado y el rifidn, la biotina enddgena situada empkdsrita se



activa tras la aplicacion de antigenos reparadores alet, ¢/ es facil que se tifia con
anticuerpos posteriores, lo que provoca falsos positivos y afecta al resultadindén. Es
facil que se produzcan juicios errénébs.

Debido a que diferentes tejidos, diferentes anticuerpos (incluyendo anticuerpagagryn
secundarios), diferentes tasas de flujo de aire, diesdemperaturas de la sala e incluso la
calidad del agua pueden afectar a la tincidn, el tienepdedarrdd del color no se puede
predecirt’

El marcaje por inmunofluorescencia es una técnica muy amgcampliamente utilizada
en los campos biomédicos, como la deteccién de proteinas y antigenos en secajides de t
Sin embargo, las etiquetas fluorescentes organicas dismorablealmente, como la
fluoresceina, los colorantes de cianina y los colorantes Alexa Fluor, son netattea
inestables y estan sujetas a un fotoblanqueo relativamente rapido e irrevsgblma
iluminacién de alta intensidad.

Un excelente agente de contraste debe poseer lasqadessfotofisicas de bajo rendimiento
cuantico, alto coeficiente de extincion molar, pico bisoecién en la ventana del infrarrojo
cercano (NIR por sus siglas en inghkéy excelente fotoestabilidad, asi como tener baja
toxicidad e inmunogenicidad, alta afinidad y especificidad de la diana y alta
biocompatibilidad. Hasta la fecha, se ha informado de una amplia variedad de dgentes
contraste para la obtencién de imagerezdre los que se incluyen manistales de oro,
nanotubos de carbono, agentes basados en grafeno, andlogos del grafeno en 2D,
nanoparticulas organicas, y nanoparticulas poliméricas semiconductorsgi@RNotrog®

Los agentes de contraste cominmente utilizados para la obtencién de imagenes incluye
cromoforos enddégenos, como la melanina, desoxihemoglobina, lipidos, oxihemoglobina o
colageno, asi como agentes de contraste exégenos. Dichos agentes son necesarios para
diagnosticar y tratar enfermedades como el carcinonmaasea o el glioma, ya que estas
enfermedades no generan agentes de contraste enddgenos y, por lo tanto, son dificiles de
detectar®

Debido a sus propiedades quimicas y fisicas uUnicas, las nanoparticulasséNRa)
desarrollado para nuevas y mejores aplicaciones de hivesndurante las ultimas tres
décadas. Mas recientemente, ha surgido la deteccion de bamloaes de cancer media
ensayos, conjuntos o sensores basados ef°NPs.

La ventaja de las NPs radica en su capacidad pararpiapar métodos de deteccion de
biomarcadores altamente sensibles, selectivos y rapidos, lo que permmi en ensayos
para detectar trazas de un biomarcador en varios tipos de fluidos biol6gsds, lds
lagrimas hasta la orina. La técnica de deteccion wtdizdepende de las propiedades
fisicogquimicas de la NP empleada vy, por tanto, en el desarrollo de ensayos keaskdos
nanotecnologia es el reconocimiento y/o la diferenciacion en el pun&iedeion de
concentraciones ultrabajas de biomarcadbres.

Para que el ensayo tenga éxito, lass Bben estar disefiadas para incorporar ligandos
especificos del tumor en su superficie (mediante conjugacion covalente o note)vala

alta afinidad de unién a los biomarcadores del canceintdfactuar con trazas de un
biomarcador en un fluido fisiolégico, el ligando conjugado con la NP (por ejemplo, un
anticuerpo, un péptido, un aptamero u otra molécula pequefia) experimenta un cambio



instantaneo. Este cambio se convierte en una sefial medible debido a las prepiedade
caracteristicas de la NP conjugada, permitiendo dsitéecion del biomarcador. Ademas de

la deteccion directa a través de ligandos funcionales, la propia NP puedeapdtenc
secrecidon de biomarcadores por parte de las células caasgvara amplificar la sefial y
facilitar la deteccion tempraria.

El desarrollo de agentes de contraste NP que puederarseé como biomarcadores de
imagen y sus aplicacionas vivo han proporcionado un nuevo enfoque para aplicar las
nanotecnologias en la deteccion de biomarcadbasspropiedades fisicas Unicas de las
nanoparticulas permiten utilizarlas como agentes ateraste en los biomarcadores de
imagen (IBs) para estadificar la progresion de la erddad y controlar la eficacia del
tratamiento en los pacient®s.

La manipulacién de la arquitectura de los nanomateriales puede proporcicaaveatajas,
como una gran superficie, una funcionalizacién versatiladsuperficie, capacidad para
multiples mecanismos de deteccion y la posibilidad de integracion dsitlispo®

Dentro de los agentes de contraste podemos encontrar diversas clasificaci@melsasyo,

de forma general pueden agruparse en: Inorganicos y organicos. Por parte de Isslagente
contraste de tipo inorganico encontramos a los hanomateriales metaicugles poseen

una excelente absorcion de la luz y una excepcional capatgédadnversion fototérmica
debido al efecto de resonancia plasmonica superficializadal (LSPR). Entre ellos,
nanocristales de oro y sus ensamblajes, al igual que calcoget@raosetales de
transicion/nanomateriales basados en el MXeno. Del mismo modo, en la eatiegos AC
inorganicos se encuentran los nanomateriales basados en el carbono, principasnente |
nanotubos de carbono (CNT, por sus siglas en inglés) y los naamiaies basados en el
grafeno!®

Ademas de los nanomateriales mencionados, también se ha informado de otros agentes de
contraste para la obtencién de imagenes basados en nanomateriales, camohags de

telurio, las nanohojas de boro, las nanohojas de fésforo negro, puntos cudmfiésioro

negro, nanoplanchas de carburo de tantalo, seleniuro de molibdeno, nanoplanchas de sulfuro
de cobalto, nanoplanchas de disulfuro de renio, NPs basadas en el bismutsulfuro y
nanoestructuras de disulfuro de vanadio, asi como nanohibftidos.

Los agentes de contraste moleculares organicos, como la porfirina, la melagina,
colorantes basados en la cianina y la periddimida (PDI), se han aplicado ampliamente
en la obtencién de imagenes debido a su excelente biodegradabilidad y bioctdguhfibi

También aparecen las nanoparticulas poliméricasceanhictoras (SPNs) formadas en su
totalidad por componentes organicos, incluidos polimeros semiconductores (SP) y
oligbmeros. Los SPNs tienen magnificas propiedades épticas, como un granrdediieie
absorcion, una absorcion Gptica ajustable, un tamafio controlable y una alta foidastabil

por lo que pueden actuar como agentes de contraste para la obtencidon de imagenes
biomédicag?

Los QDs son un nuevo tipo de particulas de tamafio nanométrico hechas de semiconductores
inorganicos. Tienen caracteristicas Opticas novedosas, y pueden producicdlucieesie

emisién con diferentes longitudes de onda segun su tamafio y composiciémd tiern@n

grandes coeficientes de extinciébn molar, lo que significa que son muy eficaces ada hora



absorber la luz de una longitud de onda especifica. Ademas, no sélo tienen un nivel de
extincion molar de 10 a 50 veces mayor que el de los tintes organicos, sino que también
tienen tiempos de vida en estado excitado mas largos que los tintes orgatiTizamgto

asi la separacion de la fluorescencia de los puntosicosite la fluorescencia de fondo.
Aunque los QDs son relativamente grandes4@®m, unos 150 kd), se han utilizado para

la obtencién de biocimagenes IHC, marcadores molecula@ulares y marcadores

vivo.l’

Los QDs son un nuevo tipo de sonda fluorescente. En comparacién con los fluoréforos
convencionales, tiene las ventajas de la estabilidad tez) la sefial extendida, la fuerte
fluorescencia y la mejora de las interacciones inmunesedébil

Los QDs pueden utilizarse para la deteccién inmunohistoquimica en tejidosyréiRlBble
etiquetado de inmunofluorescencia con QDs también pueligarsa en secciones de tejido
FFPE para detectar simultaneamente la expresion desaanibigenos. Se dedrioé que la
QDsIHC tenia mejor consistencia que la inmunohistoquimica tradicional. Asimishidpde

a las ventajas de la alta intensidad de la fluorescdecias puntos cuanticos y la pequefa
interferencia de fondo, la tecnologia QIPEKC puede resolvemejor el problema de la
coloracion de fondo de la IHC tradicional, y su tasa de etiquetado positivo es incluso mayor
que la de la inmunohistoquimiéa.

1.3. Puntos cuanticos como agentes de contraste

Los QDs, generalmente compuestos por elementos de los griylagdr ejemplo, CdSc,
CdTe, CdS y ZnSe) o W (por ejemplo, InP, InAs, GaAs y GaN), son nanocristales
semiconductores emisores de luz con tamafos de 2 a 10 enafrgaen el efecto de
cuartificacion debido al conflicto del movimiento de los electrones en dichos nano
tamafiog? Cuando el tamafio de los puntos cuanticos se reduce, larfoéggue crean se
vuelve mas restringida, es decir, la tonalidad de los puntos cuanticos estdalipor su
tamafo. Tienen una frecuencia de descarga precisky Qoe sus espectros no reseluna
variedad de radiaciones de fluorescertia.

Se han desarrollado algunos QDs poco téxicos o incluso no téxicos, com®ds, s
QDs de grafeno, los QDs de silicio y los QDs de plata, que pueden evitar los petatiss
y tener propiedades Opticas superiores a los QDs semiconductores tragciqual
contienen metales pesados.

Los QDsson portadores de carga (electrones y huecos) confinados en las tres diménsiones,
actuan como semiconductores y son Utiles para representar células y seres onogm de f
fluorescente. Dependiendo de su composicion y tamafio, pueden ser una buena fuente de luz
gue abarca desde el UV hasta el IR. En el nucleo sialade un QDs hay adedor de 100

100,000 a&tomos. Por otra parte, la sustancia empleada para fabricar los puntoescesint

la responsable de las dimensiones del éDs.

Con un tamafio entre 100 y 10,000 veces menor que el de las células humanas, los QDs
pueden ofrecer interacciones sin precedentes con las |Ibmras de la superficie y el
interior de las células, lo que podria revolucionar el diagndstico y el tratandieras
enfermedades.



El proposito de las pruebas de fluorescencia basadas en QDs es evitar lass divers
inconvenientes de los fluor6foros de color natural, y tienen preferencias espeaxifiva
Fotoestabilidad, relacion sefal/ruido, emision restringida, tiempos de vidiiudedacencia
prolongados, una uUnica fuente de excitacion es posible y sensibilidad eficaz. Los puntos
cuanticos constituyen una herramienta fantastica panatencién de imagenes vasculares

de los tumores y de imagenes atdmicas multimodales de layangai<?

Los principales usos de los QDs en la terapia del cémateyen la deteccidn y el diagnéstico
tempranos de los tumores, la bioimagen, la administracién dirigida de farmacisogeta
fototerapia y la administracion de farmacos. Los QDstambién lamejor opcion para la
administracion de farmacos debido a su gran biocompatibilidad, baja citdéolxic gran
capacidad de captacion celufar.

Los QDs pueden desempefiar un papel crucial en el diagnéstico de tumores. La deteccion de
los trastornos de fase | se asocia a una tasa de reisisidos 5 afios superior al 90% en la

gran mayoria de los casos debido a la terapia correctiva. Las teasaleghomenclatura
fluorescente o de imagen fluorescente son herramientpsrtantes en el arsenal de
resolucién clinica. Debido a su estabilidad fotoquimica y a su fuerte produccién de
fluorescencia, los puntos cuanticos se utilizan sobre todo para mejorar laiGrbigec
imagenes de fluorescen¢RGURA 1).2°

Focalizacion en animales in vive

[ | — Focallzachdn en animales in vive
Celulas Tejidos Organos Tumores |

_Imigenes vasoulares
Seguimiento in vivo
JImagenes tumorales
-Terapia fotoinducida

libres de QDs

codificadas con QD ¢on QD

Figura 1. Diversas aplicaciones de los puntos cuanticos en bioimagegnostaco

Una amplia variedad de temas de investigacion se bendécias ventajas Unicas de los
QDs, que van desde la caracterizacion de los patrondsstdeucion de las proteinas de
membrana y los estudios de una sola molécula para lanitedeion de la estequiometria de
las proteinas, hasta la deteccion de proteinas expresadas a bajos niegf@egién y la
cuantificacion de los niveles o ratios expresion modificadds.

Las sondas multifuncionales basadas en QDs conducen al desarrollo de la adidimidé
farmacos anticancerigenos y de siRNA, a la obten@dmégenes por resonancia magnética
(MRI), al diagndstico molecular del cancer multiplexado y a la obtenciomagenesn
vivo. Asimismo, los QDs pueden utilizarse para monitorizar los cambios divgihécun



microambiente tumoral, lo que contribuye a la investigacion del mecanismo dénrgls
cancer y permite una mejor guia para la terapia clpecsonalizada.

En comparacién con los tintes organicos convencionales, los QDs poseen varias ventajas
distintivas, como una alta fotoestabilidad contra el fotoblanqueo, un largo tiemjuadke

la fluorescencia, una amplia gama de longitudes de onda de excitacion y anchos de banda de
emision mas estrechos que permiten el andlisis simulémealltiples objetivos celulares
utilizando una excitacion de una sola longitud de ditta,que promueve su uso como
etiquetas para la microscopia de luz en las ciencias\ddd!°

Los QDs se prefieren a los fluoréforos organicos pansaetaje celular multicolor debido a
sus altos rendimientos cuanticos, altos coeficientesai@en molar, fuerte resistencia al
fotoblanqueo y a la degradacién quimica, amplios espectros de excitacion, largos tiem
vida de fluorescencia, estrechos espectros de emisiom ylgsplazamiento de stokes.

Debido a su monodispersidad al 100%, los QDs proporcionan datos mas precisos para los
estudios cuantitativos y de localizacibn a escala nanaaétotejandolos con las
nanoparticulas de oro aplicadas tradicionalmente con su fraccion desconocidacdagarti
preagrupada¥’.

Los QDs tienen un mayor potencial de degradaciéon que los ensayos de imagen Optica
convencionales, lo que les permite hacer un seguimientasdmédiciones de las células
durante mas tiempo y dar informacion fresca sobre laba@ciones subatémicas. @ad

gue los QDs son nanoclusters, proporcionan un excelente contraste al obtener iotgenes
una lente de aumento de electrones cuando la dispersién mejora. Los QDs demuestran una
descarga sintonizable por tamafio (desde el UV hasta éimnR)omparacion ¢olos tonos
tradicionales, la fluorescencia dura mucho tiedfpo.

En comparacion con las laboriosas metodologias enzimaticasp ele QDs elimina la
necesidad de afadir sustrato, lo que puede contribuir a la reduccién del tiempo de analisi
aplicando un proceso sencillo. La sefial electroquimica obtenida puede eretatiesarse
cuantitativamente con la concentracion del analito. Aderakdrabajar con etiquetas
electroactivas se superan los aspectos de inestabilithaidaénherentes a la naturaleza de

las enzimas, que son las principales dificultades para su uso como effjuetas.

Las imagenes 6pticas son un método importante para dstettizner imagenes del sistema
linfatico. En comparacion con la luz visible, la fluscencia NIR tiene ventajas en la
obtencion de imagenes del sistema linfatico debido aspettietracion en los tejidos a través

de la piel y los tejidos subcutaneos. Los QDs NIR con una longitud de onda de emision que
va de 700 a 2500 nm son adecuados para mapear el sistema linfatico porque la profundidad
de penetracion tisular de los QDs NIR es de 5 mm, lo que puede penetrar la piejigdss
subcutaneos para realizar imagenes linfaticas enaées grandes. Al mismo tiempo, los

QDs tienen una seccién transversal de dos fotones mas grande que los tintes flasrescent
convencionales, lo que puede evitar taiferencia de la autofluorescencia del tejido y puede
ayudar a conseguir imagenes de tejidos profufidos.

Una ventaja potencial de las imagenes basadas ereQ@ee pueden evaluar y distinguir
simultdneamente los drenajes linfaticos de multipleasade drenaje separadas, lo cual es
dificil para las técnicas tradicionales de linfangiogratiomo los rayos Xa resonancia
magnética o los radiontclidds.



Para la aplicacion del espectro, la sensibilidathslémagenes moleculares basadas en QDs
puede ser de dos a tres 6érdenes mayor que la de los tintes fluorescentes hAbitmadess.

la fluorescencia en el infrarrojo cercade los NIRQDs puede detectarse en tejidos
profundos, lo que los hace adecuados para la obtencion de imégereson una elevada
relacion sefial/fondd.

A diferencia de la inmunohistoquimica tradicional (IHCQER-IHC es mas exacta y precisa
a niveles bajos de expresién de proteinas y puede lograr una deteccion cuantitativa que
proporcionard mucha méasormacion para el tratamiento personalizdo.

La nanoplataforma dirigida basada en QDs ofrece vaeasajas, como lo son: 1) las
etiquetas de imagen o las combinaciones de etiquetadifeaieates modalidades de imagen
pueden unirse a una Unica nanoparticula; 2) los ligandos de focalizaciéraapnpanticula
pueden proporcionar una mayor afinidad y especificidad de unién; 3) la capacidad de integrar
un biomarcador especifico para evitar las barreras biolégicas puedeirpenaimayor
eficacia de focalizacion; 4) la entrega efectiva y adatta de agentes terapéuticos en los
pacientes, que pueden ser monitoreados de forma no invasiva en tienipo real.

Los agentes de imagen basados en QDs pueden satisfagenes tumoralés vivode alta
calidad y menos impactos biolégicos mediante la "permeabilidad y retencion m&jorada
(EPR por sus siglas en inglés la imagen molecular dirigida. El principio de laggenes
tumorales basadas en la EPR es la permeabilidad de los vasos sanguineos tiel tumor.

Varios estudios utilizaron QDs para desarrollar imagéonesescentesn vitro de células
humanas malignas de melanoma, ovario, mama, pancreasdagfoma, epidermoide de
ovario, pulmén, hepatocelular y adenocarcinéfna.

Una de las formas mas significativas de enfocar y obter@genesn vivo es examinar la
biodistribucion y la farmacologia de los QDs. El tipo y la composicion de las sugerfici
naturales o bioorganicas de los puntos cuanticos determinan su biocompatibitidad. L
biomarcadores tumorales son cruciales para detectar godtézar el cancer en una fase
temprana. Si se puede encontrar una serie de marcatloresales y diferenciar
adecuadamente entre células cancerigenas y no camees,itas pruebas deolriarcadores
resultan utiles para la deteccion y el andlisis det@&° Las etiquetas pueden mejorar en
gran medida la transduccion de la sefial y simplificassteategia de deteccidros QDs se
revelaron como candidatos prometedores como tales etiquetas, ya que puederseagagar
anticuerpos y otras protein&s.

Existen tres biomarcadores obligatorios para todas lasnpes diagnosticadas de cancer de
mama invasivo: el receptor de estrogenos (RE), el receptimodesterona (RP) y el receptor

2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER&(e ultimo se ha establecido como
un importante biomarcador de diagndstico y se recomienda su analisis ya que dsia prote
se sobreexpresa en el-26% de los canceres de mama primarios invasivos y se redacio
con los fenotipos mas agresivos. EI HER2q®i medirse eel plasma sanguinéd.El
etiquetado especifico y la cuantificacion precisa de esos biomarcadores déqureondsel
procedimiento clave para evaluar el prondstidddz?*

En el diagndstico de enfermedades malignas, las nanoparticulas fluoreguesten
utilizarse para crear diversos perfiles de biomarcacoraoraleg?



Para aplicaciones tumorales, los QDs se encapsulan con diversos tipos de polimeros
anfifilicos para hacerlos mas biocompatibles y solubles en agua. Estosrpslanfifilicos

suelen llevar grupos quimicamente activos, como grupos carboxilo, hidroxilo y tiol, que
pueden acoplarse con agentes funcionales modificados, como estreptavidina, farmacos
pequefias moléculas, ADN y anticuerpb€uando se conjugan con agentes bimoleculares
como anticuerpos, péptidos u otras moléculas pequefas, las sondas basadas edeQDs pue
utilizarse para dirigirse a moléculas cancerigenas coneg@ecificidad y sensibiliddd.

Los QDs, pueden ser buenos nanotransportadores de entrega a los itumioegara la
obtencion de imagenes multiparamétricas dadas sus apeafiales relativamente grandes

gue pueden ser conjugadas con mas de un ligando de orienfaigdmas, los QDs son
sondas de microscopia Optica y electronica de doble modalidad, lo que permite el
seguimiento en tiempo real y la localizacion ultraestructimeante la transfecciéhLos
cambios en la superficie también pueden ayudar a disminuir la union desenfocadaareduc
acumulacion y la agregacioén, y facilitar la obtencion de umagen objetiva clara y la
entrega®

Para los estudios de tejidos, la imagen basada en QBa s8lizado para estudiar las
interacciones de los biomarcadorEssURA 2B) y evaluar los biomarcadores de prondstico
(FIGURA 2C). Para estudiom vivo, las imagenes basadas en QDs se han aplicado para
mapear el sistema linfatico axilar (ALS)IGURA 2D), mostrar el tumor de xenoinjerto de

BC (FIGURA 2E) y detectar metastasis BE (FIGURA 2F).%
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Figura 2. Propiedades opticas y posibles aplicaciones de @@ investigacion de los CB. Los @mas utilizados
tienen una estructura en forma de concha encapsulada con pslanéfilicos que contienen grupos quimicame
activos. En comparacion con los tintes organicos tradicionakeQUs presentan excelentes propiedades Opticas
Una vez acoplados a moléculas activas, los Qi2den adaptarse para la obtencién de imagenegidiest como el
estudio de las interacciones entre biomarcadores (B) y laaei@ude biomarcadores de pronoéstico (C), y par
obtencién de imagenes in vivo, conteocartografia de la ELA (D), la visualizacion de xenoinjerto€Be(E) y la
deteccion de metéstasis de CB (F) en investigasisolere CB

Un progreso alentador en este campo es el desarrollo madan multiplexada basada en
QDs que muestra un gran potencial para la imagen multiplexad#&u para revelar
simultdneamente las interacciones de diferentes maktals imagenes multiplexadas
basadas en QDs también se han empleado para rdedtama simultanea las interacciones
dinamicas entre los biomarcadores del microambiente tumoral (colageno Ivgé&megis



tumoral y macroéfagos infiltrados) y las células cancerasa$ajoproteinasa de matriz 9),
incorporando las dimensiones temporal y espatial.

Gracias a las imagenes basadas en QDs, se puedkarediien la coexpresion y la
coevolucién de multiples biomarcadores en las célulasecasas y el microambiente. Al
mismo tiempo, los valores prondsticos de esos biomarcadores también puedesecwaluar
mayor precision, lo que impulsara eficazmente el progreso de la patologiailarolec
promovera la transicion a la oncologia preventiva y prediétiva.

1.4. Estado del arte

Desde que los puntos cuanticos se conjugaron por primera vez con una molécula biolégica
en 1998, han evolucionado hasta convertirse en una potente herramienta de bioimagen
fluorescente, incluida la imagen intracelular y de unarsolécula?®

Los cambios moleculares en los tejidos son extremadamemiglejos y resulta dificil
estudiar la progresion de la enfermedad. Esto representa un importante reto fgrsisien
en el campo biomédico, especialmente en el cancesmas, la heterogeneidat® los
tumores supone un reto importante para el desarrollo de terapias dirigidate Egnado,
el uso de QDs ha demostrado ser muy prometedor paraipetmmarcaje celulagx vivono
invasivo y la obtencién de imagenes de diagndstico en muestnasatas, asi como la
investigaciérex vivode los marcadores moleculares y los principales procesamidos del
cancer: migracion, invasion y metastasis.

Para ser mas aplicables en la obtencion de imagdone®dicas en tiempo real, el
diagndstico y las aplicaciones quirdrgicas guiadas por imagenes, las sondas de obtencién de
imagenes deben ser capaces de obtener imagengslde peofundos. La luz en ehngo

visible (por debajo de 700 nm) no es capaz de penetrar en el tejido profundo debido a los
altos niveles de dispersion de los absorbentes naturales (por ejemplo, lipidos,
desoxihemoglobina, agua). Los QDs tienen una gran seccion transversal de dos fotones, lo
que significa que es posible utilizar la irradiacion del infrarrojo cercanananoparticulas

gue emiten alrededor de 68900 nm de longitud de onda. Esto se conoce como la ventana
de transparencia tisular, ya que la absorcion por el agua y el tejido es muy débitangest

lo que hace posible la obtencion de imagenes de tejidos profundos. Ademas, los QDs son
excelentes sondas para la obtencién de imageresen tiempo real, ya que son 10000

veces mas intensas que los fluoroforos organicos convencionales y son capaces de obtener
imagenes multifotonicas con excitacion por una sola longitud de?dnda.

Otra de las principales aplicaciones de los puntos cuanticos es la obtencidgdeeisn
tumorales dirigidas, ya que el pequefio tamafio de los QD#afdailacumulacién en la
vasculatura permeable alrededor de las zonas tumorddieto dé efecto EPR. Ader sdélo

una acumulacion pasiva, las aplicaciones se ven limitpdada escasa especificidad
tumoral. En este sentido, el uso de las estrategias de bioconjugacién con elementos de
focalizacion especificos para el cancer ha mejorado isigtivamente la eficacia de la
focalizacion®



Los QDs representan un candidato interesante para &abpilittaformas terandsticas para
tumores, y el desarrollo de nanotransportadores-cacgados con agentes
quimioterapéutico$

Los QD también se han utilizado para facilitar la tergg@nica mediante la administracion
intracelular y la obtencion de iméagenes del tratamieatoRNA de interferencia pequefio
(SiRNA). Los siRNA son cadenas cortas de RNA de doddena que tienen la capacidad de
silenciar especificamente los genes a través desianandégena conocida como RNA de
interferencia (RNAI). EI RNAI se define como el prozeke corte del RNA mensajero por
un siRNA de secuencia especifica, y puede aplicarse terapia para las enfermedades que
resultan de una expresion génica aberrante.

Los puntos cuanticos de sulfuro de plataZ@Ds)son fluoréforos bien conocidos en el
infrarrojo cercand;' han surgido como un nanomaterial (nico que muestra ventajas sin
precedentes y prestaciones superiores en biomedicib@loden sus caracteristicas
estructurales y fisicoquimicas Unic&n consecuencia, los QDs se han utilizado cada vez
mas para el etiquetado, la obtencion de imagenes, el sondeo, la computacién mtdscular
biosensores, y la deteccion desde que se utilizaron por primera vez como etiquetas
biol6gicas?®

Es bien sabido que la luz de las longitudes de onda visibles a NIRL36B0nm) no es
invasiva para la deteccion y obtencion de imagenes de tejidos anormales. La vaitana 6
NIR consiste en la primera regién del infrarrojo cercanidR{N ” Onm)yla
segunda region del infrarrojo cercano (NJR ” ” QP -lf pueteser
mas propicia para la obtencién de imagenes que la M#®ido a la menor fluorescencia y
a la menor dispersion de la [tz

Los AgS QDs, han despertado un gran interés en la obtencién de imagenes de fluorescencia
in vivodebido a su buena biocompatibilidad y a su potencial para emitir en la seguada vent

del infrarrojo cercano (NI, 10001700 nm), donde la autofluorescencia corporal y la
dispersion de fotones se ven minimizadas, lo que penmejigrar enormemente tasolucion

de las imagenes (a escala micrométrica) y la profundidapenetracién de la luz (hasta
varios milimetros§*

Los QDs NIRII incluyen principalmente AgS, Ag2Se, Agle, PbS, PbSe, InAs, &Fé,
CkAs,, CdTe, HgTe. Sin embargo, los elementos toxicos como el cadmio, el merkurio, e
plomo y el arsénico han afectado seriamente a siaajdlicen el campo biomédiéo.

En comparacion con los QDs, los nanotubos de carbono, las moléculas organicas y los puntos

de polimero suelen tener un rendimiento cuantico (QY, por sus siglas en deylésja

fotoluminiscencia (PL, por sus siglas en inglés). Los QDs de la ventana 6piitfaadmjo

cercano ( " K QP VRQ ODV PHMRUHY VRQGDYVY GH"LPDJHQ
" QP OD LQWHUIHUHQFLD FDXYBDGWDLERGPBO DYXP L\ODEV

bidticos se vuelve insignificante. Los QDs dex8go contienen metales pesados toxicos y

su constante de producto de solubilidad es ultrabajgAl.S) = 6.3x169), lo que garantiza

la minima cantidad de iones de plata liberados en el entorno biolégico. $etager

propiedades Opticas permiten que los QDs dgSAgpan un material prometedorgpda

obtencion de imagenes y la deteccfdn.



Para la obtencion de imagenesvivo, los QDs de Ags han demostrado una profunda
SHQHWUDFLYQ HQ ORV WHMLGRV \ XQP AFHNRHQGR/ RQXFXMQ
las propiedades Opticas de IQDs de AgS, se les ha considerado como prometedores

agentes de contraste para la obtencién de imagenes debido a su alto rendimiento swantic
ventajosa region espectral y su ausencia de metales pégaitos®

Los AgS QDsson un nuevo tipo de QDs NIR gue, en comparacién con otros QDs, presentan
varias ventajas, como la no toxicidad y la alta estabilidag-@3x10°%). Por lo tanto, este

tipo de QDs ha atraido una atencion constante para lacaitate imagenes anatémicas, el
diagndéstico de tumores, la administracion de farmacos y se ha conjugado con diferentes
ligandos para la orientacion de los tumdtfes.

Los AgS QDs se han utilizado como portadores de farmacos, etiquetas y agentes e image
Para la aplicacion de imagenes, los parametros farin@ticos (PK, por sus siglas en
inglés)de los QDs deben ser cuidadosamente adaptados para asegurar su rapida acumulacion
en el sitio de destino, seguido de una rapida eliminacion del ctferpo.

Es importante destacar que los QDs dgSAtgenen una toxicidad insignificante y demuestran
méritos evidentes en comparacion con los QDs que contienen cadmio y con |lanhienci
imagenes nucleares con riesgo radiactivo. La versatil qaida la superficie de los QDs de
AQg2S permite una facil modificacién para incorporar ligandossnéicos especificos para la
obtencion de imagenes y la terapia del cancer. Addog§Ds de AgS pueden utilizarse
como agente fototérmico para el tratamiento del c&nhcer

He et aP* expusieroruna estrategia de dopaje cationico mediante la introduccion de una
cierta dosis de iones de metal de transici6ff Bb los nanocristales de #8) para para
modular sus propiedades Optica®s QDs de AgS dopados con Pb (designados como
Pb:AgpS QDs) presentan una estructura cristalina renovada y un rendimiento Optico
significativamente mejoradd.os QDs de AgS fueron dopados con éxito con iones de
transicion de metal Pb Los QDs de Pb:A®, emiten una emisién PL brillante y
sintonizable (978.242 nm) en la ventana NIR presentan una excelente estabilidad y una
decente biocompatibilidad, y muestran una capacidad superior de obtencion de imagenes
NIR-II ultrarrapidas. Estas ventajas haan este material una perspectiva de aplicacion
prometedra en la obtencion de imagenes de fluorescénciavo. El dopaje de Pb no sélo
puede renovar eficazmente la estructura cristalina de Dssd@ AgS, sino que también
puede disefiar convenientemente su banda de emision en la ventahaiblidgjica.

Javidi et aP® sintetizaron varios tipos de A§ QDs(QDs-COH-5 nm, QDsCOH-15 nm,
QDsCOH-25 nm y QDsNH2-5 nm)controlando el tiempo de reaccigrediante umétodo

de coprecipitacién en un solo paso, pracedimiento sintético acuoso respetuoso con el
medio ambientee investigaron la PK y la distribucion tisuldi, por sus siglas en inglés)
de los QDs preparados en ratones y r&agrepararon con éxito QDs dexBgn presencia

de acido tioglicolico y cisteamina como agentes de recubrimiento. Los QDsagi@pa
presentaron una forma esférica y fueron monodispersos. Sus resmtagomdicaron que
tras la administracionv. de AgS QDs a ambas especies animales, independientenaénte d
tamanfo de las particulas, la dosis inyectada y la sapggficial, las vesiculas se acumularon
principalmente en el higado y el intestino y se exarataobre todo en las hecésimismo,

los resultados sugieren que el hecho de tener un tamafio pequefio (alrededor de 5 nm), una
carga superficial positiva y la administracién a una dadetivamente baja aumentan el



aclaramiento de QDs 'y, por lo tanto, podrian considerarse como propiedadedaslsicsa
desean las aplicaciones de etiquetado y/o obtencion de imagenes de QDs.

Wang et af desarrollaron una sonda fluorescente sencilla y versatil utilizando Qi3 Ag
conjugados covalentemente con AMD3100, un reconocido antagonista de CXGR4
marcador especifico de metéstakes selectividad hacia la linea celular de cancer deanam
con alta expresion de CXCR4 se verifindvitro e in vivo utilizando cocultivos celulares y
modelos de ratones con tumores dudteta sonda terandstica (AMD) fue disefiada para
identificar, rastrear, predecir e inhibir la metastalsl cancer de manmavivo. La sonda se
incubd con cuatro lineas celulares diferentes (4T1, MIBY231, MCF7 y MCF10A) con
distintos niveles de expresion de CXCR4. La sonda podia reconocer con precisiordeélulas
cancer de mama altamente metastasicas y rastrealosizacion en el pulmén dirigiéndose

a CXCRA4.Estos resultadosugieren el potencial del uso de @QIMD como una sonda de
orientacién tumoral fiable para la identificacion predisavivo de tumores de diferentes
fenotipos molecularesddemas la unién de QPAMD a las células tumorales metastasicas
disminuiria su potencial metastasié€mn concreto, QPAMD podia inhibir sustancialmente

la invasion de células 4T1 al pulmén neutralizando la interaccion CoA&2L12. El
potencial terapéutico de @BMD se exploté alin mas con la combinacion del blogueo de
CXCR4 con la terapi fototérmica, lo que resultd en una reduccion dréstica del tumor
primario y un alivio significativo de la carga megssta pulmonar.

2. Fundamentacion teodrica

2.1. Tema general

En el campo de la imagen biomédica, las particulas inmag(por ejemplaxido de hierro,

oro, puntos cuanticos) han cobrado un gran interés en las Ultimas décadas. Ea, gacre
estan explorando ampliamente para aplicaciones como somdasfalizadas con ADN para

la identificacion en tiempo real de biomoléculas relesmmpiara la enfermedad, agentes de
diagndstico para la deteccion de tumores a través de agigemembrana especificos para

el tumor, y sondas moleculares para el seguimiento y la supervisién simultatea de
administracion de farmacos y la eficacia terapéuticte Bterés se debe a las propiedades
Opticas, eléctricas y magnéticas Unicas de las pkasiénorganicas, que pueden alterarse
mediante cambios en su tamafio, composicion, geometria y estructura. Ademas, los
materiales inorganicos ofrecen una relativa facilidagpmeesamiento y resistencia a la
degradacion en condiciones fisiol6gicas en comparaciéon con los materiales organicos. En
este sentido, la capacidad de ajuste y la resistena@a lae las particulas inorganicas sean
una modalidad muy atctiva y tentador®d

Las particulas inorganicas de tamafio nanométrico guecianente interesantes en el
campo biomédico. Muchas proteinas y biomoléculas comunes existen en una escala de
tamafo similar, y esas pequefas escalas de longitudtgreque los materiales inorgéos
interactien muy estrechamente con las entidades biologibas anolecular. Esta estrecha
interacciéon puede permitir una mayor especificidad y sensibilidad de detestiéome la
capacidad de captacion intracelular. Al mismo tiempotaslafio nanmétrico también



aumenta la relacion entre la superficie y el volumetadparticula. Esta mayor proporcion,
junto con la amplia gama de productos quimicos disponibles, permite una facil neafifica
de la superficie para mejorar la biocompatibilidad, la solubilidadgaetividac?®

En las aplicaciones de bioimagen, las particulas daftamanométrico también ofrecen una
ventaja significativa para superar la grave toxicidad geéesacompaiar a los materiales
inorganicos. La disminucion del tamafio puede permitir una mayor sensibilidad y una menor
dosis efectiva, sin necesidad de sacrificar la funcién. Se han desarroliatios tipos de
nanoparticulas inorganicas en este campo, como lasaréicafas superparamagnéticas, las
nanoparticulas metalicas y las nanoparticulas sewhicboas. Estas Gltimas se denominan
QDsZ

Los materiales presentan propiedades fascinantes cuando una o varias de simdsrsens
reducen a la escala nanométrica. Una de las obsemeacinas inmediatas al reducir el
tamafio de los materiales a la escala nanométricacemfshamiento en el mawiento de

los electrones debido al efecto de confinamiento cuantico.désiduce a la discretizacion

de los niveles de energia de los electrones en funcién del tamafio de confinamiento del
material FIGURA 3). La estructura resultante presenta interesantesgdoeas propiedades
optoelectronicas, fisicoquimicas, mecanicas y magnétigae no presentan las
correspondientes estructuras a granel del mismo matehmalcontrol adecuado de las
dimensiones y de l@omposicion de estos materiales permite obtener propiedades y
respuestas profundas adaptadas para conseguir nuevos dispositivos y tectiologias.

T
-
&1
ty o
e —
. —%
Semiconductor  Nanoestructura
Atomo a granel cuantica

Figura 3. Diagrama esquematico que muestra las estructutaandias de energia en el atomo, el material algrdme
nanoestructura cuantica

Las propiedades fisicoquimicas de las particulas nanocristalinas semtéigede las de los
materiales a granel por dos razones especificas. iBrerptugar, la elevada relacién
superficievolumen hace que haya muchos atomos en la superficie de lastatiner. En
segundo lugar, las bandas electrénicas se dividen en niveles de energia discretos como
resultado del confinamiento tridimensional de los portadores de carga que se praduce. Es
conduce al confinamiento cuantico de la c&fga.

En un cristal semiconductor a granel, los niveles de energia forman bandas. La banda de
valencia esta llena y la banda de conduccion esta completawaeia a 0 K. Las bandas de
valencia y de conduccidn estan separadas por un hueco energético finiteristicacdel
material llamado "bandgap” es decir, es la energia necesaria para excitar atréelede

una banda electronica a otra de un nivel energético supefinando un electrén de la banda



de valencia alcanza la energia suficiente para supéraneco energético, debido a la
excitacion térmica o a la absorcién de un foton, y pasa a la banda de conduccion, queda un
hueco?’ Este esquema de excitacion crea finalmente un par eldaigno conocido como
exciton. Al relajarse de nuevo a su estado béasicocabexemite energia en forma de fotdn
fluorescent&® Este electron excitado forma parte de los portadores dm e los
dispositivos semiconductores o se recombina con el hueco después de un tiempo finito con
la liberacion de energia. En el caso de los QDs de ristabdes semiconductores, cuando el
didmeto o simplemente el tamafio del cristal se aproxima, o se hace menor que su "radio de
Bohr", el electron excitado por una fuente de energiarexteende a formar un enlace débil

con su agujero. Este estado de unién del electron y el hueco del eleagde gtraen
mutuamente por la fuerza electrostatica de Coulomb, senilemdexciton” FIG. 4A). Por

lo tanto, el radio de Bohr es la distancia en un ex@téctrorhueco, también llamado radio

de Bohr del exciton. Cada material semiconductor tienedia de Bohr caracteristico del
exciton FIGURA 4B) por debajo del cual se produce el efecto de confinamiento cuéntico.
Esta propiedad uUnica de confinamiento hace que la "banda" de energias se convierta en
niveles de energia discretos en los GDs.
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Figura 4. (A) Formacion de excitones en la banda de energia del QD. (B) Cariguadel radio del exciton y el
tamafio del QD

Los QDs son la clase de materiales en los que se puetdsn®@ar los efectos de
confinamiento cuantico. Son cristalsemiconductores muy pequefios, del orden del
nanometro, que contienen apenas entre cien y mil atomos. Como resultado, confinan
fuertemente los electrones o los ya mencionados excitotestess dimensiones espaciales.

Los QDs son un subgrupo de la famiie los nanomateriales, que incluye metales, aisJantes
semiconductores y materiales organicos. En concreton@ht@f'punto cuantico” se refiere
Unicamente a los nanocristales semiconductores, mientescuplquier otro material
inorganico en el régimen nano se denomina "nanocrfstal”.

Es bien sabido que el confinamiento cuantico sélo se produce en los puntos cuanticos
semiconductores debido a su naturaleza de bandgap sintonizable que el bandgap cero de los
metales respectivamente. Las propiedades peculiares de la bandalarsinitoinzable de

los QDs se componen Unicamente de materiales del gryplll -V y 1V-VI1.28

Los QDs presentan propiedades electronicas intermadias de los semiconductores a
granel y las moléculas aisladas. Las propiedade®lggtronicas estan determinadas por su



tamafio y forma y se alteran en funcion de estas varidesjue da lugar a mdltiples
aplicaciones diferentes.

Una de las caracteristicas Opticas mas distintivéssd@Ds es su color. Los QEsl mismo
material, pero con diferentes tamafios, aparecen en colores distintiaogloCa energia
externa en forma de foton que incide sobre los QDs hacelguoaterial emita luminiscencia

a una determinada longitud de onda, se conoce como fotolumitissceln electron de la
banda de valencia es excitado a la banda de conduccidn si un fotén de energia igual o superior
a la energia de la banda prohibida incide sobre el nlateni@ste proceso, se deja un hueco

en la banda de valenciBIGURA 5A). El electrén excitado se recombina y retoma el estado
basico perdiendo energia en forma de emision de luz. La energia de la luz emitida puede
describirse como la suma de la energia del bandgap ebtterda de valencia mas ocupada

y el nivel mas bajo dia banda de conduccién desocupada, las energias de confinamiento de
electrones y agujeros y la energia de enlace de |dseasi’
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Figura 5. Esquema de la fotoluminiscencia que se produce en los QDs. (Ap&aésborde de banda. (By C)
Fotoluminiscencia con transision no radiativa al principio

La propiedad mejor documentada y comprendida es la relacion inversa entre el tdmafio de
nanocristal y la brecha de banda energética; en otralsrpa) a medida que el tamafio del
nanocristal disminuye, la brecha de banda energética &anyetas corresponehtes
longitudes de onda de excitacion/emision disminuyen. Esto es el fundameetectizide
confinamiento cuantico™® La luminiscencia en los QDs se desplaza en funcion defitama

los QDs de menor tamafio tienen mayores bandgaps. Enceensie, se requiere mas
energia para excitar el electrén y, a su vez, se emftet@n de mayor energia con longitudes

de onda mas ctas en el rango azul o verde. Del mismo modo, los QDs mas grandes tienen
bandgaps poco profundos y emiten fotones en longitudes de onda rojas. El color y la longitud
de onda de emision de los QDs pueden ser determinados por su tamafio y composicion. De
est modo, los QDs pueden ajustarse con precisidn durante la sintesis para que emita
cualquier color de luz a partir del mismo material,d@mente cambiando el tamafio y la
forma de los punto%.

La FIGURA 6 ilustra la variacion de la banda prohibida de los QDs al variar su tamafio. Los
QDs pueden estar hechos de materiales de un solo elemento, o de semiconductores
compuestos. Los extensos trabajos realizados en los métodos de sintesis coloiddlchan he
poside la produccién de QDs con la distribucion de tamafio deseada mediante el ajuste
preciso de los parametros de sintesis y las combinaciones de magoidlesue se pueden
fabricar QDs con fluorescencia y alto rendimiento cuartico.
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Figura 6. Variacion de la banda de energia de los puntos cuanticos al Véaiaaéo

Debido a sus propiedades Unicas, los QDs tienen aplicaciones en muchos campas como |
celdas solares, los LED, los transistores, las pastalbs diodos laser, la computacion
cuantica y las imagenes médicas. Los QDs han derdosser superiores a ldsites
organicos tradicionales utilizados en los andlisis bioldgicos mod&rnos.

En el ambito biomédico, los QD ofrecen muchas ventajas sobre los tintes organicos y los
compuestos fluorescentes tradicionalaslaTABLA 2 se resume un andlisis comparativo de
las propiedades de los puntos cuénticos frente a los fluoré6foros organicos convencionales

Propiedad Puntos cuanticos Fluoréforos organicos
convencionales
Tamafio Sintonizable (2.0 nm) Tipicamente <0.5 nm
(proteina o molécula
pequefa)
Espectro de absorcion Bandas anchas y discreta Estrecho
Espectro de emision Estrecho (simétrico, Amplio (asimétrico con
ajustable en tamafo) cola roja)
Absortividad molar @ Grande (normalmente del Pequeia (normalmente d¢
orden de 0.%5x1FcmM-  orden de 0.82.5x1CG cnv
l) lM-l)
Espectros de emision Estrecho (simétrico, Amplio (asimétrico con
sintonizable por tamafio) cola de desplazamiento al
rojo)
Rendimiento cuantico Alto (0.1-0.8 en el rango  Bajo (0.51.0 en el rango
visible y 0.20.7 en el NIR) visible y 0.050.25 en el
NIR)
Tiempo de vida del estadc Largo (18100 ns con Corto (<10 ns con
excitado de fluorescencia decaimiento decaimiento

multiexponencial) monoexponencial)




Seccion transversal de do Grande (normalmente del Pequefia (normalmente de

fotones orden de 0.5x10%cm’s  orden de 1x1®cnt'sec
fotones?) fotones?)

Sensibilidad de deteccion Alta Baja

Resistencia al Alta Baja

fotoblanqueo
Solubilidad acuosa Baja (necesidad de
recubrimiento o

funcionalizacién de la

Alta (controlada
guimicamente)

superficie)
Profundidad de Media (depende del Alta
penetracion en el tejido  tamafio)
Capacidad de Alta Baja (solapamiento
multiplexacion espectral espectral)
Capacidad de Alta Baja

cuantificacion
Toxicidad Potencial de acumulacion
lixiviacidn de metales
pesados, metabolismo
lento tipico
Facilidad de ajuste del Materiales hidrosolubles,
espectro; rendimiento normalmente estables;
cuantico (hasta 100 veces facilidad de
mas luminoso); alta bioconjugacién (muchos
fotoestabilidad disponibles en el mercado);
penetracion profunda en

los tejidos.

Dependiente de la quimici
metabolismo rapido tipico

Puntos fuertes

Retos principales

Posible toxicidad in vivo;
Solubilidad y estabilidad
acuosas deficientes;

Dificultad para alterar la

Falta de sintonizabilidad;
Propension al
fotoblanqueamiento;
Mayor dificultad para

biodistribucién obtener imagenes
multiplexin vivo
Tabla 2. Andlisis comparativo de las propiedades de los puntos cuangéots & los fluoréforos organicos

convencionales en aplicaciones biomédicas.

El bandgap sintonizable y, a su vez, la posibilidad de obtener colores especificos y una
fluorescencia estrecha mediante los QDs esté allanandm@lo para su uso en aplicaciones
bioldgicas. Muchas investigaciones bioldgicas en biologia molecular gcbhalogia
requieren tintes fluorescentes marcados para la detedeidna proteina, anticuerpo o célula
especific&’ Los QDs pueden conjugarse con diversas biomoléculas, ademas de las ya
mencionadas, como oligonucleétidos y ligandos de moléculas pequefas, para dirigir su
trayectoriain vitro o in vivo hacia un objetivo especifico o para impartir capacidad
terapéutic&® Estos colorantes se adhieren quimicamente a la molécula objetivo y ayudan a
la detecciort” La conjugacion de la superficie de los QDs con biomoléculas depende en gran



medida de las quimicas de los ligandos disponibles para proporcionar grupos funcionales
adecuados para la unién covalente o no covafénte.

En este sentido, los QDs estan ganando rapidamente popularidad debido a su superior
contraste de color, brillo y estabilidad vivo en comparacion con los colorantes
tradicionale€’ Hay una serie de ventajas competitivas que hacen sj@0e sean deseables

en numerosas aplicaciones biomédicas. En comparacion con los tintes organigusscpm

las proteinas luminiscentes, los QDs tienen espectrexaacion amplios; espectros de
emision estrecho€ con un pico simétrico, mientras que los picos de emision son mas
amplios y no simétricos por naturaléZasi como grandes desplazamientos de Stokes. Los
QDs también poseen propiedades 6pticas superiores, incluyendo una mayidiaihigrasta

casi 100 veces mas brillarffeesto permite la facil obtencion de imagemesvivo de
especimenes grues®’s)y una estabilidad significativamente mejorada contra el
fotoblanqueo. Los tintes organicos tradicionales son muy propensos al fotoblanqueo, y el
rendimiento cuantico puede ser a menudo inferior al 15% en un entorno biolégico. Ademas,
a diferencia de la nyaria de los colorantes organicos convencionales, los QDs ofrecen un
amplio rango Optico de fluorescencia, desde el ultravioleteano hasta el infrarrojo
cercano. En particular, los QDs que emiten en el NIRahgrliado enormemente el potencial

de la fuorescencia en la biomedicina debido a su menor absorcion tisular y a su relativamente
baja autofluorescencfa.

La variedad de propiedades de excitacion y emision disponibles gracédsectd de
confinamiento cuanticees muy atractiva en las aplicaciones bioméditEsire las ventajas
competitivas del uso de etiquetas de QDs se encuentra el que absorben fotones deauna ampli
gama de longitudes de onda que van desde el ultravioleta hasta las largas longitudes de onda
visibles?’ Por ejemplo, se pueden inyectar QDs de varios tamafiosgaciemte, excitarlos

con una sola longitud de onda y producir una emisién reproducible y estrecha con una minima
interferencia entre canales y solapamiento espedtaalkeduccion del solapamients
fundamental, ya que aumenta la eficacia de la deteccigoraria sensibilidad y puede
permitir la deteccién multicolor y la funcionalidad multidal. En cambio, es un reto
controlar y modular las longitudes de onda espectrales de los tintes csgéadamionales?

debido a que tienen una banda de absorcién estrecha que requiere una longitud de onda de
excitacion especifica para cada GhAsimismo, estas propiedades dependen de la estructura
guimica, la conformacién y la reactividad. No pueden meatife facilmente para que

emitan diferentes colores, lo que limita su aplicabilidadmicaciones de imagen multigfe.

Los puntos cuénticos constituyen una herramienta versétil para permitir ieateende
diagnéstico mas precisas y fluoroinmunoensayos, imagenes multiplexadas, pkgaform
duales de imagen y terapéuticas, imagémes/oy de procesos celulares en tiempo real, y
seguimiento de células individuales y moléculas bioloditas.

Los recientes avances en las estrategias de sintbgsgnjugacion han hecho progresar
rapidamente la capacidad de garantizar un control prexdise sl tamafo, la polidispersidad,
el rendimiento cuantico y las propiedades superficiales de [02QDs.



Los nanomateriales basados en puntos cuanticos desempefian un papel importante en la
aplicaciones de muchos campos, como ldsED, los transistores, las células solares, los
diodos laser para pantallas, las imagenes médicagptanatica cuantica, et&us cambios

se deben al control preciso del tamafo, la forma, la emision de color y la sicitomide la

banda prohibida. Estas propiedades cambian en el interior de los puntos cuanticos, lo que
conduce a diferentes aplicaciones, desde la recolecciomatgia hasta la aplicacion
biomédicaz®

2.2. Fendmenos de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia requiere que los objetosterés sean fluorescentes. La
fluorescencia es la emision de luz que se produce en nanosegundos tras la absorcion de una
luz que suele ser de menor longitud de onda. La diferencia entre las longitudes de onda de
excitacion y de emisién, conocida como desplazamiento de Stokes, epid¢alguocritica

gue hace que la fluorescencia sea tan potente. Al fitrapletamente la luz excitante sin
bloquear la fluorescencia emitida, es posible ver sélo los objetos que son dnteséc

Una molécula fluorescente (fluorocromo) es aquella que absorbe un fotén de luz de una
determinada longitud de onda y, tras un breve intervalo, emite parte de esa enfemia e

de un fotdn de otra longitud de onda. Parte de la energia absorbida sepiprdeesos
ajenos a la radiacion, por lo que el foton emitido tiene menos energia que el fotén absorbido.
La ley de Planck indica que la energia de radiacion de un fotén es inversameorteiqgnal

a su longitud de onda. Como el foton emitido tendra menos energia, tendr4& una mayor
longitud de onda y, por tanto, un color diferente al del foton absotbido.

La absorcién de energia por un fluorocromo es el resultado de las interaccionesodel vect
del campo eléctrico oscilante de la onda luminosa con los electrones del fluaroBaran

un electron determinado, se requiere una cierta cantidashetgia para una transicion
electréonica. SoOlo se absorben las energias cercanataaemergia de transicion; el
fluorocromo es esencialmente transparente a los fotones de otras energiagu®éalo
energia y la longitud de onda estan relacionadas, esto significagueaaa fluorocromo

sblo hay ciertas longitudes de onda capaces de una interaccion productiva que genere
fluorescencia®

Los orbitales electrénicos més externos de la molécula del fluorocromo detetamt@asu
eficacia como compuesto fluorescente como las longitudes de onda de absorciéary emisi
Cuando los compuestos fluorescentes en su llamstddo basicabsorben fotones, pueden
producirse alteraciones en los estados electronicos,cMmbedes y rotacionales de la
molécula. La relajacién vibracional y la emision de fluoges@ son las principales formas
en que un fluorocromo vuelve a su estado basicbaja energia tras haber experimentado
previamente la transicion a estado excitadé’

La fluorescencia en las imagenes subcelulares estih@saindo hay especificidad en lo que
se marca con fluorescencia. Existen varios mecanismogaaatizar la especificidad. El
método més empleado es vincular el fluorocromo a una molécula de @igudilizar la
especificidad de la unién del anticuerpo para localizar un antigeno de idtefi@rocromo
unido a una sustancia biolégicamente activa se denomina fluotéforo.



La mejor manera de ilustrar la absorcion y la emisiofiotines por un fluorocromo es
utilizando un diagrama de energia de Jablonski, llamado asi por Aleksander Jablonski, el
fisico polaco que introdujo el diagrama en 1¥58| diagrama de Jablonskixplica la
fotofisica molecular mediantena representacion grafica de los estados electronicos de una
molécula y de las transiciones entre esos estadosiue indica que, en general, la energia
de excitacién de la luz absorbida se disipa a travésgleie 1) emision de fluorescencia

2) cruce intersistema (ISQor sus siglas en inglés) a un estado excitado triple8)
desactivacion térmica mediante decaimiento no radiativo, lo que corresponfimaitases
biomédicas de: a) obtencién de imagenes de fluorescdr)cabtencién de imagenes de
luminiscencia persistente por generacion de fosforescevmiterapia fotodinamic@DT)

por produccion de especies reactivas de oxigeno (RBSjomo c) obtencion dmagenes
fotoacusticas (PA, por siglas en inglggprapia fototérmicaRTT).3?

La formacion de la fluorescencia obedece a la siguietigcga FIGURA 7): un electron
débilmente retenido en el estado basiag) §€8ria promovido al estado excitada (5S)

mediante la absorcion de la energia adecuada, y después de alguna transicién no radiativa de
relajacion vibracional y/o conversion interna, el electron excitado volvesides@e el nivel

minimo de vibracién deiSacompafiando a la emision de fluorescencia centrada en una
longitud de onda mayor que la del espectro de excitacion (llamado desplazamiento de
Stokes)*
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Figura 7. Diagrama de Jablonski para el fenémeno de fluorescencia

En el diagrama de Jablonsk,ege vertical del grafico representa el aumentdadenergia
desde la parte inferior (estado basicoop I#asta la parte superior (estados de excitacion
singlete y triplete o Sy Tn).3! A temperatura ambiente, la mayoria de los electronessde |
fluorocromos sélo tienen energia suficiente para existir en el estado de erésdiajm
(tierra) ($).2° Sin embargo, la absorcién de un foton transfiere la energia del foton a un
electron del estado basico y eleva la energia der@heatun estado superior (excitadd).

Las transiciones entre los estados (como la excitaciéonlgersion interna, la fluorescencia,

el cruce entre sistemas, etc.) se representan ceni@fl (onduladas para las transiciones no
radiativas, rectas para las transiciones radiatitas).

En el lado izquierdo del diagramBIGURA 8a) se encuentran los estados singlete. Estos
estados mantienen los estados de espin emparejados’4*deylos electrones tal y como

son normalmente, con cada electrén de un par con espines opugstosl &tado basico y
representa la energia de una molécula que no esta siendo excitada porilg Bzsé&h
estados singulares excitados en los que un electron exterior es impulsado a un orbital



diferente. S contiene mas energia que ¥8S: mas energia que el estado basien,ASla
derecha del diagrama se encuentran los estados Sigletds que un electron exterior,
impulsado a un nuevo orbital, también ha sufrido una inversion de espin posterior, de modo
gue un antiguo par de electrones esta ahora en pafalelo.
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Figura 8. Fundamentos de la fluorescencia. (a) Diagrama de Jablonski queamosstistados energéticos de L
molécula. Las moléculas que no absorben energia eshfinadas principalmente a los estados vibnatés més bajos
del estado basicooS(b) Las caracteristicas espectrales relacionedlada absorcion y emision de energia por una
molécula pueden relacionarse con el tamafio dealssspde energia necesarios para llevar una moldeuwia nivel de
energia a otro. Los espectros de absprgiémision defluoréforo comuin FITC se muestran debajo de un diagram
Jablonski. Cada linea gris vertical alinea los espectros conrigizede los fotones absorbidos (flechas apuntando t
arriba) o emitidos (flechas apuntando hacia abbps.flechas estan koweadas para representar la longitud de onda de
los fotones. Por ejemplo, la flecha morada de la izquierda repadaeenergia de un fotdn ultravioleta que puede h
que la molécula pase del estado basico al segutaidoeexcitado singlete. La flecharanja de la derecha representa el
foton de menor energia que puede ser emitido pamesiécula al retroceder desde el estado de negreogia de Sa

un estado vibracional alto de. ®bserve que, en la regién de solapamiento de los espectros didabg@mision,
algunos fotones (por ejemplo, la flecha verde que apunta hacia asnilE)sorbidos cuando el nivel vibracional no €

en su nivel mas bajo. Obsérvese también la dianetitre las curvas de absorcion y emision debido a la similiteds de |
transiciones a los estados vibracionalesegnS. (c) Tiempos que tardan los distintos pasos de excitacion y emisi
fluorescencia y fosforescencia

Una de las caracteristicas de un diagrama tipico dend&bes que cualquier desactivacion
electronica se produce desde el nivel vibracional mas émjecir, la relajacion vibracional
precede a la desactivacion electrorifca.

Cuando un fluoréforo absorbe la luz, toda la energia que posee un foton se transfiere al
fluoréforo. Esta energia esta inversamente relacionada con la longitud de onda d&lifoton

la energia del fotén absorbido es mayor que la necesaripgsaaexactamente del estado
basico al nivel energético mas bajo dd&molécula también sufrirda un cambio de vibracion,
rotaciéon y/o pasara a un orbital electronico aun mas altoR& lo tanto, existe un rango de
longitudes de onda que pueden excitar una molécula. Sin embargo, la energia minima
requerida para la fluorescencia es la de un fotonpgeela provocar la transicion de un
electron a un estado electrénico excitado superior (es dec a S).%°

Las moléculas pueden existir en mas de un estado de excitacion. En el casadedfosds
organicos, el estado singlete es el mas comun. En el estado singlete, todosdoeslestan
emparejados. Sin embargo, las moléculas también peadiin enun estado triplete, en el

gue un conjunto de espines de los electrones esta desparejado. La probabilidad de que una
molécula pase del estado singlete al triplete eswazlanayor cuando la energia absorbida
excita la molécula a estados superiores all igveDesde el estado triplete, la energia puede
perderse en forma de conversion interna en calor, lo quatpeel retroceso al estada S
generando un fotén (aunque con retraso). Esto se llama fosfores€encia.

Una vez excitada, la molécula utiliza varias viasrdifees para perder ulteriormente la
energia absorbida y volver al estado baglkiGURA 8c). La "conversion interna” es una
transicion entre estados orbitales de electrones (cam §). En sentido estricto, la
conversién interna permite transiciones isoenergéticas desdgas vibracionales bajas de
un estado electronico a modos vibracionales altos de un estado electronicq pderior
gue no se pierde energia durante esta ti@msisino que la energia extra se desprende
incluso a través de la relajacion vibracional. Duranteelajacion vibracional, la energia
vibracional del fluor6foro es transfiere a las moléculas cercanas mediante ¢oteres
directas?®

El espectro de emision de un fluor6foro es simplemente el rango de longitudes de onda que
puede tener este foton emitifeGURA 8b).*°

Segun el diagrama de Jablonski, hay varias vias de disipacion de energia después de que un
cromoforo sea excitado al estado excitado de alta enengia jpa FIGURA 9). Cuando la



luz absorbida se reemite como fotones de baja energigorpmmna imagenes de
fluorescencia/fosforescencia con alta sensibilidad yue®m espaciotemporalCuando los
fotones absorbidos se convierten en calor localizado a través de la desactivacifonabra
hacia el estado basicoo(Seste proceso puede utilizarse para la obtencidimégenes
acusticafototérmicas (PT, por sus siglas en inglés) y la RIET enfermedades. Los
electrones en el estado excitado singletg tg@nbién podrian transfergsl estado excitado
triplete (T1) para producir especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
altamente toxicas para la PBT

Existen tres vias para el proceso de disipacion de energitasio excitado de los agentes
Opticossegun el diagrama de Jablonski, a saber, la emisibmuaedgtencia a través de la
desintegracion radiativa, la PA/PT a través de la desacin térmica y la generacion de
ROS en T3
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Figura 9. llustracionesquematica del diagrama de Jablonski y su relacion con la imagenyopticeandimiento
terapéutico de los agentes fototeranésticasesado basico,1Sestado excitado singlete;: Bstado excitado triplete,
ISC: cruce intersistem202: oxigeno triplete!Oz: oxigeno singlete, ROS: especies reactivas del oxigeno

La mayoria de las sondas mas recientes se han basadguémica organica estandar de los
fluorocromos. Sin embargo, ahora se estan desarrollando algunos enfotraéiciumales

de la fluorescencia. Entre ellos estan los puntos cuanticos. Al igual que losriaorec
organicos, emiten luz a una longitud de onda mayor que la de la luz absorbida. Varias
propiedades de los puntos cuanticos los hacen atractivos para la obtencion de imagenes
bioldgicas; las principales son su alto rendimiento cuantico y su extrema foilatestalL.os

puntos cuanticos son muy brillantes y presentan muy poco fotoblanqueo. Ademas, para una
composicién determinada de punto cuantico, difesetamanos del mismo cristal emitiran

a diferentes longitudes de ondaqura 10). Esto significa que un solo tipo deaterial

puede producir una serie de colores con un brillo similar y propiedades quimezEdgsar

como la unién a ligandos. Ademas, los puntos cuanticos absorben un amplio espectro de
longitudes de onda por debajo de sus longitudes de onda de emision, por lo que una sola
longitud de onda puede utilizarse para excitar multiples fluoréforos. Esto aspai@a
experimentos en los que se analizan dos o mas estructuras utilizando fluorocromos de
diferentes colores. Los experimentos multicolor tambi&rsimplifican con los puntos
cuanticos porque los cristales emiten dentro de un espectro muy esfecta (10).3°
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Figura 10. Fluorescencia de puntos cuanticos. La imagen superior muesttreséencia obtenida a partir «
soluciones de nanocristales de CdSe (puntos cuanticos) de diamets,2®, 3.2, 3.9, 4.4, 5.5 y 7.3 nanometr
respectivamente. Todos los vialesexcitan a 375 nm. Los gréficos siguientes muestran los especsrossifn de los
nanocristales de CdSe excitados a 375 nm para los tamafios de 3.2 mmy 3.8 mm

En laFIGURA 11 se compara el tamafio de los puntos cuanticos con el aleatiquetas
biologicas Utiles® Las caracteristicas destintosmateriales fluorescentes se resumen en la
TABLA 3, para ofrecer una comparacion de sus propias venthjaiaciones3®

Oro
GFP _coloidal
IgG Virus Célula
At(_)mo FITC ) QDots Bacteria
L ] ] | ] ] ]
IO | I 1 | 1 1
1 A I nm 10 nm 100 nm I um 10 um 100 um

Tamatiio (escala logaritmica)
Figura 11. Diametros de diversas moléculas de etiquetado

Tipo de material Ventajas Limitaciones

Colorantes fluorescentes Amplia variedad, colores Pico de excitacion

organicos vivos, facil acceso, tamafioestrecho, pico de emision
pequeio, buena ancho y en cola, poca
biocompatibilidad e estabilidad, facil

intensidad fluorescente  fotoblanqueo
relativamente alta
Puntos cuanticos (&) (i) QDs semiconductores: QDs con iones pesados:
buena estabilidad quimica,toxicidad e intermitencia
pico de excitacién ancho, de la fluorescencia
pico de emisién estrecho y
simétrico, fuerte
luminiscencia, gran
desplazamiento de Stokes
y tenibilidad del color; (ii)
QDs basados en carbono:
baja toxicidad,




biocompatibilidad, buena
estabilidad quimica y
propiedades de
fotoluminiscencia
comparables a las de los
QDs

Nanoclusters metalicos  Baja toxicidad, facilidad d¢ Los nanoclusters de
preparacion, excelente metales nobles son caros.
biocompatibilidad y, en
comparacién con los QD,
presentan sefales de
fluorescencia mas intensas
y duraderas atribuidas a
una mayor resistencia al
fotoblanqueo y al parpadeo

Nanoparticulas de Penetracion mas profunde i

conversion ascendente  de la luz, ausencia de
autofluorescencia (a partir
de muestras bioldgicas),
larga vida util y otras
excelentes propiedades
Opticas de los nanoclusters

metalicos
Tabla 3. Ventajas y limitaciones de diversos materialesrfiacentes integrados en sensores-MI|

La técnica de imagenes Opticas (por ejemplo, imageleedluorescencia, imagenes
fotoacusticas, imagenes de resplandor/luminiscencisspmarta, etc.) tiene enormes ventajas
en la investigacion del cancer, entre las que se incluyen wwerte sensibiliad y
resolucién temporal, alto contraste y modo en tiempo real, instrumentos pEortadilia
seguridad?

Se han realizado importantes avances etesarrollo de nuevos agentes Opticos para el
diagndstico (por ejemplo, imagenes de fluorescencia, @#fografia de coherencia optica)

y la fototerapia (por ejemplo, PDT, PV btras terapias relacionadas con la fotografia). Hasta
ahora, se han desarrollado nanomateriales de oro, puntos cuanticos semicontiiRsdees
conversién ascendente dopadas con tierras raras, narialeatbasados en el carbono,
nanoestructuras bidimensionales y materiales organicos y poliméricos pasziapes
fototeranostica®*

La bioimagen en la segunda region del infrarrojo cercano (NIRII,-1900 nm) ha
proporcionado una nueva oportunidad para la aplicacion in vivo de las técnicas de imagen
optica. En comparacién con la ventana visible {400 nm) y la primera NIR (NI, 700-

900 nm), la luz NIRI posee una interaccién Wejido mucho menor (por ejemplo,
dispersién, absorcion y reflexion), lo que permite una alta profundidad de penetracién y
resolucién espacialAlgunos materiales, como los nanotubos de carbono, los puntos
cuanticos, las nanoparticulas dopadas con tierras raras y los tintes organibas, s
desarrollado como emisores NIR*



2.3. Agente de contraste en ensayas vitro

La deteccion y el diagnéstico precoz de la enfermedadhagarte crucial de la practica
clinica, especialmente en el caso del cangetasa de mortalidad a los diez afios de las
pacientes con cancer de mama que se beneficiaronlditzxion precoz se redujo en un 17
28%. La tecnologia de imagen médica suele desempefiapelnpas importante en la
deteccién precoz y la evaluacién de la respuesta terapélatidiversas enfermedades. Las
modalidades de imagen que se utilizan actualmente soadlagrafia, la tomografia
computarizada (CT, por sus siglas en inglés), la resonancia magnéticap@viRus siglas

en inglés), el ultrasonido (US, por sus siglas en inglés), la tomografia psibrerde
positrones (PET, por sus siglas en inglés), la tomografia computarizadaigiéneta foton
Gnico (SPECT) y la imagen por fluorescentia.

Para mejorar la deteccion de la lesion, muy a menudo se combina mas de una modalidad de
imagen. Para obtener una informacion anatomica y funcicdpnecisa, se utilizan agentes

de contraste de imagen médica para distinguir entre elotaprmal y las lesiones
anormales?®

El agente de contraste fluorescente se administravigaraizar el érgano o tejido de interés

con suficiente sensibilidad y contraste. Para las agtoes médicas, los agentes
fluorescentes que emiten a longitudes de onda en la region del infrarrojo cercan®5@ntr

y 800 nm, son m4s ventajosos que los que emiten luz visual. La luz infrarroja cercana puede
penetrar mas profundamente en el tejido (hasta varios mm) con menos digpezdidiuz

visual y hay menos autofluorescentia.

Los agentes de contraste mejoran la eficacia de lodiestde imagen y se convierten en
esenciales en la caracterizacion y eventual diagnédécta patologia. Son compuestos
guimicos que permiten la visualizacién de estructuras micaé especificas del cuerpo
humano en la imagen médica y forman parte integral de muchos métodos de3fmagen.

Los contrastes se utilizaron inicialmente para visualizgjonias estructuras vasculares y el
tracto gastrointestinal. Con el tiempo, se convirtieron en un componente clavendgda
médica y su uso se extendio a la evaluacion de la vagewian yla perfusion del tejido en
los 6rganos sélidos, concretamente mediante técnicas de imagen transversahgjouna
visualizacion y caracterizacion de las lesiones focalesalda estos 6rgands.

Hoy en dia, los agentes de contraste tienen una ampliadgedineas de aplicacion. Alrededor

del 30% de las exploraciones por MRI se realizan con agentes de contraste. lexsdgent
contraste se utilizan para caracterizar lesiones ganos soélidos; visualizar estructuras

vasculares; hacer un seguimiento de la actividad tumeralpar infecciones, abscesos y

otras enfermedades inflamatorias; y detectar la pérfudg los tejidos. Ademas, con el uso

de un agente de contraste adecuado, es posibleizésualalquier estructura tubular, como

las visceras huecas del sistema gastrointestinalguetidi cefalorraquideo, las glandulas

salivales, los conductos mamarios y los vasos linfaficos.



Debido a la mejora de las estrategias de focalizaciérsty larga vida de circulacién en la
sangre, las nanoparticulas se han estudiado para la deteccion y el diagnéptieoozoe
tumores, asi como la obtencion de imagenes biomédicas debido a sus propiedadds Unicas
orientacién pasiva, activa y fisica. En virtud de su pequefio tamafio, las nantgsarti
presentan efectos de permeabilidad y retenciéon (EP&orados en los tumores, con
aumentos relativos de las concentraciones tumorales latsdlag@te de contraste. EI uso

mas comun ha sido el empleo de nanoagentes de contraste con las modalidades de imagen
existentes?®

En comparacion con los agentes de contraste tradicionatesgémtes de nanoimagen
presentan una elevada relacion superficie/volumen quetparnetiqguetado de la superficie
con moléculas y ligandos especificos para mejorar gl gerfoxicidad y lapropiedades de
imagen. Otras ventajas de las nanoparticulas son la visualizacion funcionajyireiesato

de procesos bioldgicos, como la deteccidbn de macrofagos en lesiones ateicalerdt
mediante CT y la obtencion de imagenes moleculares de la angiogénesis mediaferMR
otro lado, el mayor tiempo de circulacion plasmatica denksoparticulas mejora la
biodistribucién con una mayor sefial de contraste entre la lesion y el fondo. Asimismo, la
forma y el tamafio de las nanoparticulas pueden marspufmra optimizar la carga de
compuestos de imagen, y sus propiedades fisicas intrinsecas también puedearseodific
para satisfacer necesidades clinicas espectficas.

Ademas de las estrategias de orientacion pasiva, eletddp de la superficie de las
nanoparticulas con diversos ligandos a los receptores pligcie aumentar la localizacion
del agente de contraste para la obtencién de imagenes mediante la uniditaspéus
receptores diana en las lesiofes.

La capacidad inherente de los anticuerpos de reconocarzraBate antigenos especificos
expresados en la superficie celular y el procestivataente sencillo mediante el cual se
pueden generar nuevasiticuerpodos convierte en la mayor clase de agentes dirigidos
facilmente disponibles. Por lo tanto, muchos grupos estan evaluando preclinicaneas
anticuerpos marcados con fluorescencia en el infrarregg@ano que se dirigen a
biomarcadores alternativos para distintas aplicaciones rndagen intraogratoria,
demostrando todos ellos la viabilidad de los anticuerpos para resaltar las kesiwrages®

Los avances en la ingenieria de proteinas han conducido al desarrollo de fragmentos de
anticuerpos (minicuerpos, fragmentos Fab, diabodies y fragmentos variables d@ cade
Gnica) FIGURA 12) que conservan caracteristicas de union similares, perararuesa

mejor penetracion en el tumor y uglaminacion mas rapida de los tejidos no objetfo.

Los fragmentos de anticuerpos de bajo peso molecular (<60 kDa) que se eliminan
rapidamente de la sangre a través de la excrecion serfan investigado especialmente
como herramientas para aplicaciones de imagenes naresyborque permiten obtener
imagenes altamente especificas y de alto contraste gmitoeros momentos después de la
inyeccidn.Otra clase de agentes dirigidos que han suscitado interés son los andamios
proteicos no inmunoglobulinicos, entre los que se encuentran las centirinas, lasasgibodi

las cistinasKIGURA 12).3¢
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Figura 12. Agentes de contraste fluorescentes moleculares y molécatasdilizadas para la obtencion de image
intraoperatorias durante la cirugia oncoldgica. (A) Represéntasguematica del modo de accion de los distintos
de agentes de contraste fluorescentes. Los agentemitraste fluorescentes no dirigidos, comorelevde indocianina,
se acumulan pasivamente en el tejido tumoral &srdel efecto de permeabilidad y retencion mejsraddas agentes
de contraste fluorescentes dirigidos, quesistan en un colorante fluorescente conjugado parfraccion dirigida, se
acumulan activamente en el tejido tumoral mediehteconocimiento de un biomarcador especificoesqao por las
células tumorales o las células estromales asac@damor. La obtencién de imagenes se lleva a aab vez que los
marcadores no unidos se han eliminado lo suficidmie agentes de contraste fluorescentes activalelesanecen
Opticamente silenciosos hasta que se liberan llsartes fluorescentes por digestion enziméticesweolumna
vertebral. (B) Representacion esquemética de fasedies clases y subclases de moléculas diateadéks para el
disefio de agentes de contraste fluorescentes diatiauerpos, fragmentos de anticuerpos, andamaj@eicos
péptidos y moléculas pequefias. Se obtuvieron imagenes repreasmtatilenado de espacio de un anticuerpo (11¢
un fragmento Fab (6B9Z), un diabody (1IMOE), un scFv (1P4l), un nangbbti6), una centyrin (5L2H), un affibod:
(2KZJ) y una knottin (2BB) del banco de proteinas RCSB y se prepararon utiliZyld®L. El modelo de minicuerp:
de relleno espacial es una interpretacion creau®gblOL; las regiones de union al antigeno estseltalas en naranja

Los anticuerpos y los fragmentos de anticuerpos son los ligandos de orientacidon activa mas
comunes y eficaces. Los anticuerpos tienen una graidadi especifica con los antigenos
correspondientes, lo que puede aumentar la concentracion de nanoparticulas en un lugar
especifico. Otro ligando utilizado para la orientacion es un aptamero, que también s
denomina anticuerpo quimico. Se trata de una secuencia Unica de ADN o ARN gue se pliega
en una estructura secundaria con una alta afinidad de orbenteia los receptores de la
superficie celulaf®

Los péptidos representan una fraccion adicional de ligando, con ventajas comolidaabstabi
quimica, la facilidad de sintesis y la reduccion de la inmunogenicidad. Otrasmgsogei
moléculas con funciones de orientacion activa son la tramsferel &ailo félico y la
biotina3®

Las nanoparticulas también pueden actuar como platasatementrega especificas cargadas
con otros elementos de imagen para identificar candgnesgemplo es el de los nanoclusters

de oro encapsulados en liposomas y funcionalizados con el anticuerpo HER2 paaa detect
células de cancer de mama humano en suero y tejidos porreiiéa™38

Ademas, las nanoparticulas pueden emplearse paratzxidet selectiva de biomarcadores
tumorales. La deteccion precoz de ciertos biomarcadoresedr puede ser muy dificil, y

las nanoparticulas se han utilizado para amplifecaefial. Por ejemplo, se descubrié que un
nanogenosensor amplifica significativamente la sefial del conocido biomarcaddndef

de mama, miRNA1, en muestras clinic84,>® y se empled un naramunosensor para
detectar ultrasensiblemente el antigene3ldel cancer de mama en muestras de plasma
humana®®,36 Otros usos de la deteccién con nanoparticulas han incluido la identificacion de
células tumorales circulantes (CTG3R7

Los compuestos que contienen yodo y bario se utilizan con frecuencia en las modalidades de
imagen basadas en los rayos X (radiografia, fluoroscopia, CT, angiografiajomlmsestos

gue contienen gadolinio se utilizan en la imagen por MRI. Dependiendo de la estructura
anatdmica que se vaya a visualizar, los agentes de contraste pueden admidistrarse
diferentes maneras, como por via intravenosa, intraytetratecal, oral y rectdl.



El gadolinio es un metal de tierras raras altamentedd@ue contiene siete electrones no
apareados, lo que lo hace ideal para la obtencion de imagenes por MRI una vez quelado para
evitar su toxicidad.

En la actualidad, se estan desarrollando numerosas nanoparticulas conjugadas con iones
paramagnéticos como el hierro, el gadolinio y el manganeso con diferentes fonmaéssta

y composiciones. El objetivo comin es producir moléculas que sean especifacasmp

tejido u 6rgano y que, por tanto, proporcionen una alta resolucidbn de contraste para
indicaciones concretas y tengan menos efectos secuntlarios.

En los ultimos afios se ha pasado de la imagen de fluorescencia estructural y farleional
imagen de fluorescencia molecular, utilizando ageffiiesrescentes mas especificos
(FIGURA 12). Las imagenes de fluorescencia molecular podriarzarmsé para muchas
aplicaciones relevantes para la cirugia oncolégica, cometégcion de lesiones tumorales
ocultas, la evaluacion de los margenes del tumor y la invasién locorregional, gsedemf
las estructuras vitalés.

Una estrategia diferente para rastrear activamenggiégd tumoral es el uso de trazadores
fluorescentes activables. El agente fluorescente esaapginte silencioso hasta que se activa,
a menudo a través de la escisién enzimatica de la estrpetocpal (FIGURA 12).3¢

En laFIGURA 13 se muestran los disefios de nanoparticulas mas utilizados para la obtencién
de imagenes por fluorescencia en la investigacion prezliBlgrimer y mas comun disefio
incorpora fluoréforos marcados en la superficie como vectéresga 13A). Otro disefio,
conocido como estructura "cesbell" (FIGURA 13B), utiliza un colorante fluorescente que

se carga en el centro de las nanoparticulas, conhierta exterior de la nanoparticula
marcada con anticuerpos, ligandos y péptidos. Algunos ejemplos de disefios-steltore

son las micelas, las nanoparticulas cuanticas de desrdriyn QDs, y la nanomatriz
multicapa. Las ventajas de estos disefios incluyen la solubilizacion de los flasrofor
hidrofébicos y la proteccion de los fluordforos internos de la rapida degradacion y
excrecions®

Un tercer disefio utiliza un colorante fluorescente concentrado y apagado dentso de la
nanoparticulasqIGURA 13C) para mejorar la resolucion y la relacion entre el objetivo y el
fondo, con una sensibilidad potencialmente mayor en la obtencion de imagenes. En este
disefio, la nanoparticula absorbe la energia de los tintes fluorescentes comauptanter

gue mantienda sefial en un estado "apagado” mientras esta eraci@u Cuando las
nanoparticulas se concentran en el sitio objetivo, la nanoparticula se degradéépatas

como la caspasa, la proteasa y la DNasa, liberandol@ante de la nanoparticula y
aliviando el estado de apagado. La fluorescencia del otdon@asa asi a un estado
"encendido". Esta plataforma de disefio se ha aprovechaalagi@ctar la actividad de las
proteasas, la apoptosis, los tumores y la inflamaé&bouarto disefio es similal anterior
(FIGURA 13D), solo que el colorante fluorescente se combina con una molécula de apagado
independiente, y luego la combinacion se incorpora a las nanoparifculas.



Ademas, existe un disefio mas para la obtencion de inggenguorescencia basadas en
nanoparticulas que utiliza la transferencia de engrgiaresonancia de Foérster (FRET)
(FIGURA 13E). La FRET es un proceso en el que la energia seitansgie una molécula
donante a una molécula receptora, y la energia liberaaldlwoeescencid
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Figura 13. Diferentes estructuras y composiciones de nanopéasi en imagenes biomédicas de fluorescenciaiph:

de vector; B: Estructura de nucleo de NP; C: NP como amortiguaddi? RBonectada con fluoréforo y quencher,

NP de imagen de energia transfenite resonancia de Forster (flecha amarilla: nanoparticula; fleg@acolorante

fluorescente; flecha azul: ligando; flecha grisemgher; flecha curva amarilla: transferencia degtagflecha curva
verde: luz de excitacion; flecha curva roja: luzaesion; MMP: metaloproteinasa de matriz)

Los agentes de contraste de la MRI ayudan significativaradatdeteccién de lesiones y a

la diferenciaciénde los tejidos sanokos protones de hidrogeno desempefian un papel
fundamental en el mecanismo deMRI, ya que todos los protones alinean su espin en una
direccion bajo el control de un campo magnético ext&rno.

El disefio estructural mas comun de los agentes de stentla MRI en particulas de tamafio
nanométrico es una nanoparticula magnética con degoraaperficial. Se trata de una
estructura basica y sencilla, que puede utilizarsetdimramte o como material magnético
original para desarrollar nuevas nanoparticlasuRA 14A). La nanoparticula de 6xido de
hierro superparamagnético (SPIO, por sus siglas en inglés) es un ajerapte disefio. Otro
disefio es una estructura de nuatéscara, con materiales magnéticos sintetizados como el
ndacleo con materiales organicos o irdrigos utilizados para la cascaFaGURA 14B).
Ejemplos de esta estructura son las micelas y los dendg?re

Un tercer disefio utiliza una estructura vectorial, con materiabgnéticos utilizados en la
adhesion de la superficie o la conexidn del ligando a otras nanoparticalamsa( 14C). La
modificacidn de la superficie proporciona el contraste de la MR, y la naropegtincipal
puede tener otras funciones, como la obtencién de imagenes por fluorescehténdiaio
de imagenes por CT y la carga de farmacos. Otros disefios utilizan una estnixtajreon
materiales magnéticos cargados tanto en el centro cofaseperficie de las nanoparticulas
para proporcionar un mayor contraste. Un ejemplo es el lipoggadalinio FIGURA
14D).35



Figura 14. Diferentes estructuras de nanoparticulas para inesgde MRI/CT. A: estructura basica; B: estructaore
shell; C: estructura vectorial; D: estructura mifaestructura corshell. (Flecha negra: materiales de imagen MRI/CT,;
Flecha azul: decoraciéreda superficie)

Los agentes de contraste para CT desempefian un papel crucial en la distireitajicogr
con coeficientes de atenuaciéon similares. Actualmeateatientes de contraste para CT
intravenosos se basan principalmente en el yodo.

Existen dos categorias de agentes de contraste para CT basados en la composgion de la
nanoparticulas. La primera incluye los agentes de contraste basados en el yodo. Las
nanoparticulas se utilizan como vectores para cam@o wtilizando la clasica estrtura
coreshell. El yodo se carga en el nlcleo de la nanoparticulseduanda categoria es la de

los agentes de contraste basados en metales, en lesgmanoparticulas se fabrican
utilizando diversos metales con altos coeficientes de aténude Is rayos X. Los metales
utilizados en esta categoria son el oro, el 6xido de tantalio y el diéxido de ciftonio.

Los agentes de contraste de ultrasonido se han desarrolladmupantar las diferencias de
sefal acustica entre los tejidos normales y las lesidnetvo. Los actuales agentes de

contraste por ultrasonidos disponibles en el mercado consisten en microburbujas tle ent
\ B°

En funcién de su composicion, existen tres tipos de agentes de contraste de naneparticula
que se utilizan actualmente para la obtencion de imagenes por ultrasonidaseELtipo

utiliza gas (microburbujas) para crear fuertes refleagoacusticas, y ed material mas

comun que se convierte en agentes de contraste para US. El segundo tipo utiliza un disefio
de nanoparticulas de base solida con sefales acldgichispersion relativamente altas, a
menudo mediadas por la forma de las nanoparticulas. El Gltimo tipo es una nanepietic

base liquid&®

El radiondclido comun para la tomografia computarizada por emision de foton Unico
(SPECT) en uso clinico es el Tecne8® m con una vida media de 6 hor@dros
radionuclidos utilizados en las nanoparticulas son el4{htlig el yodel23, 125y 131, y el
0ro-198, 199°°

Para los trazadores de imagenes PET/SPECT de nanofaartse necesitan nuclidos con
una vida media razonablemente larga. El radiois6topo comunmente utilizadie PBRen
la practica clinica es el flter8, con una vida media de 109.8 minutos, queeseel



demasiado corto para aplicarlo en nanoparticulas debid®napo necesario para su
preparacion y captacion celular. Por ello, se necesitaa nticleidos con vidas medias mas
largas para preparar diversas NPs. Algunos ejemplos son eléebboa una vid media de
12.7 horas, el indid11 con una vida media de 2.8 dias y el ybdé con una vida media de
4.2 dias®

En relacién con los agentes de contraste convencionales, las nanoparticulasdséradiem
mejorar la intensidad de la sefal, la capacidad ddiZacebn y un mayor tiempo de
circulacién tanto in vitro como en modelos de enfermedaxiesales, especialmente para el
diagndstico y la terapia del cancer. Con la ayuda de la nanotecnologia, las modalidades de
imagen individuales se han vuelto mas potentes que antes, y la imagen multimodal ha
demostrado ser muy prometedéta.

2.4. Agente monoclonal

Los anticuerpos son glicoproteinas que se encuentran en el plasma y en los fluidos
extracelulares. Son los principales efectores deémsistinmunitario adaptativo, y se
producen en respuesta a moléculas y organismos (como bacterias, virus, moléeikas ext

y otros agentes) que son neutralizados y/o eliminados por éstos. Esta respussta es
mecanismo clave utilizado por el organismo anfitrion para protegerse cont@da de
moléculas u organismos extrafios. Son secretadas por los linfocitos B esuksgicélulas
plasmaticas) y también pueden denominarse inmunoglobulinas (Ig), ya que contienen un
dominio estructural que se encuentra en varias prot&inas.

Los linfocitos B portadores de receptores especificos, reconocen y se unen a los
determinantes antigénicos del antigeno e inducen un proceso de division y diferenciacion,
que transforma los linfocitos B en células plasmatiases sintetizan predominantenten
anticuerpos?

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) se definen como "moléculas producidas en el
laboratorio y disefiadas para servir como anticuerpos sustitutos que puedearyes&poirar

o imitar el ataque del sistema inmunitario a las célkdaserosas" al unirse @slantigenos

que se encuentran en la superficie de las célulasmmas? Los anticuerpos monoclonales

son producidos por un solo clon de células B y se dirigen a un epitopo especifico de un
antigend**

Los anticuerpos son productos biol6gicos que pueden ser producidos por lineas celulares y
extraidos de su sobrenadante extracelular, por lo que presentan un alto contenido de
impurezas. El proceso actual de produccion de mAbs terapéuticos suele cossastdpas
principales (i) el procesamiento ascendente, que se basa en la producciGcudepastipor

lineas celulares derivadas de células de mamiferd$ey grocesamiento descendente, que
consiste en la recuperacion, purificacion y aislamieetétos mAbs a partir de las células y

los restos celulares, el medio de procesamiento yiotpagezas?



La produccién y liberacion de anticuerpos por parte de las células plasrdticagarte

de la respuesta inmunitaria normal del organismo ante una sustancia o toxina eggafa.
cientificos desarrollaron un método para disefiar anticuerpos como método para @sca
células cancerosas. Los anticuerpos monoclonales, también conocidos como mAbs, son
sustancias desarrolladas en un laboratorio que buscan y se unen a proteirfiecsespeei
seleccionadas en cualquier lugar del cuéfpo.

Los anticuerpos estan formados por cuatro cadenas polipeptidicas, dos cademss lige
idénticas y dos cadenas pesadas idénticas, que estan unidas por puentes disulfdo forma
una estructura similar a la forma de unaP6GURA 15).4 Funcionalmente, los anticuerpos

se dividen en dos partes; los dos brazos de la estructura en forma de Y contiehes dies s

union al antigeno y se denominan region de union al antigeno del fragmento (Fab), que varia
segun el antigeno que se le Ghanto con la base de la estructura en forma de Y que media

la sefalizacion inmunoldgica de los anticuerpos y se denomina region cristalizable del
fragmento (Fc), que es la responsable de unir el antizwerplas células que participan en

la respuesta imunitaria’® El brazo Fab de un anticuerpo 1gG contiene las cadenas ligeras
completas y parte de la cadena pesada, cada una con sus propios dominios constantes y
variables. La especificidad del antigeno en la region keate \determinada por las regiones
determinantede la complementariedad (CDR) dentro de los dominios variables. Estas CDRs
tienen la mayor variacion de secuencia dentro de losianpigs, y esta caracteristica da lugar

a la diversa gama de especificidades de los antigénos.

Tanto las cadenas ligeras como las pesadas estan compuestas por dominios yariable
constantes, cada uno con funciones diferentes. Los dominios variables determinan la
especificidad del antigeno, y los dominios constantes determinan la clase de inmulinaglob

(Ig). En el caso de las cadenas ligeras, el dominio cuest#fiere dependiendo de si estan
codificadas por los genes j o k. Del mismo modo, el dominio constante de la caskaea pe
varia con 5 genes ( .y ¥, y esto determina la clase geal de anticuerpos (IgG, IgM,

IgA, IgD e IgE, respectivamenté).

En las personas sanas, los anticuerpos IgG representan aproximadamente el 75% de los
anticuerpos séricos, el 15% son IgA, el 10% son IgM, junto con cantidades muy pequefias de
anticuerpos IgD e IgE circulantes. Los anticuerpos IgG son el principal isttipado en

la terapia contra el cancér.



Estructura del anticuerpo
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Figura 15.Estructura de los anticuerpos: Los anticuerpos estan formadasam cadenas polipeptidicas, dadenas
ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas, unidas p@splisoifuro. Las cadenas pesadas constan ¢
dominio variable ) seguido de un dominio constan@{), una region bisagra y otros dos dominios consta@s (

y Cu3). Lacadena ligera tiene un dominio variable)(y otro constanted.). Los dos brazos de la estructura en forma
de Y contienen los sitios de union al antigenoetaon de union al antigeno del fragmento (Fahbtgeon la base de
la estructura en forma de Y denominada regionatizsible del fragmento (Fc). La espedifiad del antigeno en la
region Fab viene determinada por las regionesrdatantes de la complementariedad (CDR) dentro sleldmninios
variables

Dentro del sistema inmunitario, una de las principales funciones de los QufwEs
neutralizar agentes patdégenos como bacterias y viassCDR de las regiones variables de

un anticuerpo reconocen una estructura molecular especifica de un antigenandda
epitopo, presente en el patdgeno. Debido a la nataraleatoria de la generacion de
anticuerpos en el desarrollo de cada célula B individagintillones de células B circulando

en cualquier momento que reconocen cada una un antigeno difeimatez que una célula

B encuentra un patégeno invasor con su epitopo Unico, se somete a la maduracion con la
ayuda de células T especificas y produce grandes cantidadestiduerpos solubles.
Multiples células B reconoceran diferentes epitopos piesen el patbgeno, por lo que se
producirdn muchos anticuerpos diferentes. Una vez producidos, estos anticuerpos se unen a
su antigeno en la superficie de la bacteria o el yiana neutralizar el patégeno y marcarlo

para su destruccion por parte de lésikas efectoras de la inmunidad inrféta.

2.4.1. Clasificacion y tipos de mAbs
Existen cuatro clasificaciones de mAbs: murinos, quiméricos, humanizados y hub#nos.
estructura de los mAbs se representa &ndara 16.43



Figura 16. Estructura del anticuerpo monoclonal

Murino: Utiliza linfocitos B cosechados de ratones que se fusionan con una linea
celular de mieloma inmortal que carece del gen de laxhiginaguanina-
fosforibosiltransferasa. Las reacciones alérgicas sonreesmen los seres humanos,
FRQ XQ EHOQH ¢ mitRddsdeMdéldsk cddt®vida media.

Quimérico: Aproximadamente un 65% de derivado humano, 35% de derivado
murino, utiliza la region variable especifica del antiganoino y las cadenas pesadas

y ligeras del humano. Demuestra una vida media prolongada en humanos con una
inmunogenicidad reducida; sigusendo capaz de inducir anticuerpos contra el
farmaco.

Humanizado: Las regiones hipervariables murinas de las cadenaadiggresadas

se fusionan en un marco de Ab humano; aproximadamente 95% humano. Ha
disminuido la produccion de anticuerpos antidroga; limitaciones porque el proceso
de creacion es difictf

Humano: Anticuerpos monoclonales totalmente humanos. Menos antigénicos y
mejor tolerados; parecen tener la vida media mas largaraanos.

0 mAbs no conjugados:También llamados mAbs "desnudos" son aquellos
anticuerpos que funcionan por si mismos. Son los mas utilizados en el
tratamiento del cancer. En la mayoria de los cases, estléculas se adhieren
a los antigenos de las células cancerosas.



0 mAbs conjugados: Combinacibn de un mAb con un agente
guimioterapéutico o con una particula radiactiva. Sirve como mecanismo de
administracion y minimiza el dafio a las células normatesigs agentes
guimioterapéuticos o la particula radiactiva unida al mADb.

o0 mAbs biespecificosEs una combinacion de dos mAbs diferentes que permite
gue el mAb se adhiera a dos antigenos diferentes al mismo tiempo. Uno de
ellos es la proteina que se encuentra en las célulesroaas, y el otro es una
proteina que se encuentra en las células inaras.

2.4.2. Mecanismo de accion

Los anticuerpos utilizados en la terapia del caneseti varios métodos para mediar en la
muerte de las células tumorales, que estan intimameattoreados con la funcion nativa

del antigeno objetivdHGURA 17). Pueden actuar directamente sobre las células tumorales
mediante el bloqueo de los receptores de factores aémezato necesarios para el
crecimiento del tumor, como los miembros de la fanfiliaB 4

Figura 17. Mecanismos de accién de los anticuerpos monoclonales: (ay@Str de células tumorales mediada |
el sistema inmunitario mediante la activacion del complemémtajotoxicidad celular dependiente de anticuer,
(ADCC), la inhibicion de receptoreshibidores de células T como el antigeno 4 asodaliiofocitos T citotoxicos
(CTLA4) y la induccion de la fagocitosis; (b) la destruccion dellagltumorales mediante la inhibicién de
dimerizacion, la activacion de quinasas y la seéeidn descendée que conduce a la reduccion de la proliferagién
apoptosis; (c) los anticuerpos conjugados para liberar cangaastacomo un farmaco, una toxina, un ARN
interferencia pequefio o un radiois6topo en células tumorales quernrduauerte celular

Para la orientacién ideal de los antigenos asociados a los tumores (TAA, pgiasusrsi
inglés), lo que se requiere es un antigeno de la superficie celular del tumoequatas,



sobreexpresado o expresado selectivamente en compacaci@! tejido normal. Ademas
de la expresion, la funcion del antigeno y el efecto salmefializacion descendente también
se tienen en cuenta a la hora de seleccionar una“diana.

Los antigenos diana no se limitan al propio tumor, ya que las estructuras de deporte
mismo, como la vasculatura, el estroma y la matriaegtular en el microambiente tumoral,
también proporcionan objetivos potenciales para limitaredimiento o inducir la muerte
de las células tumoralés.

Las células tumorales recubiertas de anticuerpos soro@dan por las células inmunitarias
mediante interacciones con receptores especificoa deperficie celular y desencadenan
funciones efectoras celulares. Esta interaccion estd meguiadbdommio Fc del anticuerpo,
gue contiene sitios de unidn especificos para los recepderéa superficie de las células
inmunitarias. Estos se conocen como receptores Fc (FCR3eqmpresan en una variedad
de células efectoras inmunitarias. Las célulasirrsefaturales (NK) son las que gozan de
mayor reputacion entre las células efectoras antitumoraegie han demostrado ser los
principales mediadores de la citotoxicidad mediada por células dependientegyeeoanti
(ADCC). La ADCC se desencadena cuauetldominio Fc del anticuerpo terapéutico unido
es reconocido por el receptor Fc gamma llla (FccRIlldaesuperficie de las células NK e
implica la liberacién de factores citotéxicos, como dafgrina, que provocan la lisis de la
célula tumoraf?

Las células tumorales opsonizadas pueden ser fagocitadizsnte el acoplamiento de los
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antigeno para activar las células T. El proceso de enguabircélula tumoral recubierta de
anticuerpos se denomina fagocitosis celular dependiente de antigeno (ADCP) elanplica
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inmunidad a largo plazo contra los tumores mediante la ingluctgl sistema inmunitario

adaptativo en forma de células T de memoria antitumosaé #nculo entre el sistema

inmunitario innato y el adaptativo mediante la adminisfra pasiva de anticuerpos
antitumorales se denomina efecto vacunal y durante ntigchpo se ha considerado el santo

grial de la terapia con anticuerpos. Una funcion adicional de los anticuerpos npexi&da

es la de activar el sistema del complemento a tideéma serie de pequefias proteinas que

se encuentran en la sangre. Esto implica el reclatdmide estas proteinas para formar un

complejo en la superficie del patdgeno. Este complejo cumple tres funciomapabes:

potenciar la fagocitosis, reclutar células inmunitarias y formar un complejtagiecade

membrana (MAC) que lisa el objetiva*

Cuando se utilizan mAbs en oncologia, existen varios mecanismos de accion para destruir
las células canceros&BIGURA 18). Estos mecanismos incluyen impedir las cascadas de
supervivencia de las células tumorales, inhibir etiorento del tumor interfiriendo en la
angiogénesis tumoral, eludir la muerte celular programada y evadir los puntostidé c
inmunitarios. Algunos de los diferentes mecanismos de accion son los sigtientes:



1) Eliminacién directa de las células tumorales
Esta accion es estimulada por la actividad agonista del receptor, como la unién de un
anticuerpo a un receptor de la superficie de la célula tumoral y su activacion, lo queconduc
a la muerte celular. También puede ser estimulada @mtiladad antagonista del receptor
"como un anticuerpo que se une a un receptor de la superficie celular y bloguea la
dimerizacion, la activacion de la quinasa y la sefialipagd@scendente, lo que conduce a la
reduccion de la proliferacion y la apoptosis”. Un mAb que s aimna enzima puede
conducir a la neutralizacién y la apoptosis, mientras que los anticuerpos conjugadas puede
utilizarse para entregar una carga (til, como un farnsatogcélula tumordf

2) Eliminacion de células tumorales mediada por el sisteaninmunitario
En este contexto, el sistema inmunitario buscara las séaltecerosas y las destruira. Este
tipo de muerte celular puede llevarse a cabo medianteid@aciéon de uno de varios
mecanismos. Estos mecanismos includfen:

a) Fagocitosis

b) Activacion del complemento

c) Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)

d) Células T modificadas genéticamente que se dirigemalrtmediante un fragmento
variable de cadena Unica

e) Células T que se activan mediante la presentacion crdedadatigeno mediada por
anticuerpos a las células dendriticas

f) Inhibicion de los receptores inhibidores de las células T

3) Ablacion de células vasculares y estromales
Esta accion también se inicia mediante una de las moplcamesEstas incluyeri?

a) antagonismo del receptor de la vasculatura o atrapamiento del ligando
b) inhibicién de las células estromales

c) entrega de una toxina a las células estromales

d) entrega de una toxina a la vasculatura



Figura 18. Mecanismo de accion del anticuerpo monoclonal

2.4.3. Aplicaciones y relevancia de anticuerpos

Tras el descubrimiento de los anticuerpos y sus funciones, se comprendié que podrian se
eficaces para el tratamiento y el diagndstico dedosares. Dado que los anticuerpos son
exclusivamente especificos para su antigeno diana, podtigarse paradirigirse
directamente a los tumores que expresan el antfgeno.

Su alta especificidad es una excelente ventaja paas tierapéuticos, ya que los mAbs sélo
pueden interactuar con una sustancia especifica. EstEifesgad es también muy atractiva
para numerosos ensayos clinicos y pruebas de diagnéstico de laboratorio, comoifadetecc
e identificacion de analitos, marcadores celulares, patségentre otys*?

Por ultimo, una ventaja adicional de los mAbs esta relacionada con el hecho de que, una vez
generado el hibridoma deseado, los mAbs pueden producirse a través de una fuente constant
y renovable, lo que permite un suministro continuo y reproducible driergbds'?

A nivel de diagnostico, los anticuerpos IgG son agentes de reconocimiento bioldgico ideales,
por lo que se han utilizado en numerosas técnicas analiticas, como Western Blotting
(inmunotransferencia), inmunohistoquimica, inmunocitoquimica la inmunopre@pita!
ensayo inmunoenzimatico (ELISA), las micromatrices de icaetpos, la
inmunoescintigrafia, los ensayos radioinmunoldgicos, los andlisis de citomettip dio$



inmunosensores, las reacciones en cadena de la inmunopolimerasa (IPCRssiglassais
inglés) y las IPCRs en tiempo real. Estos anticuerpobién se utilizan como herramientas
importantes en la cromatografia de inmunoafinidad, en la identificaciocaijzacion de
proteinas intracelulares y extracelulares, y se empleaa la deteccion de patdégenos,
adulterantes, toxinas y/u otros residuos (farmacos, siestaguimicas o pesticidas) en
productos alimentarios y en el andlisis/seguimiento mediieatab*?

Por lo que respecta a sus aplicaciones terapéuticas Abs pnesentan un gran potencial

para su uso en inmunoterapia pasiva. La inmunidad pasiva se confiere mediante la
transferencia de anticuerpos especificos contra un patégeno concreto a un huésped, y
distingue de la inmunidad activa porque, en este Ultimo caso, la inmunidad seeconfier
mediante la respuesta del huésped a un antigeno patégeno determinado, como se representa
en laFIGURA 1942

Figura 19. Inmunidad activa frente a inmunidad pasiva

Los anticuerpos también pueden utilizarse para adnanistra carga Gtil directamente en el
lugar del tumor gracias a la especificidad Unica de su TAA. Estos conjugadosderpot
pueden utilizarse para administrar un farmaco, una toxina, un pegRdideinterferencia
(siRNA) o incluso un isétopo radiactivo en un enfoque dirigido que a menudo da lugar a una
mayor eficacia y una menor toxicid4d.

Los mAbs ofrecen un tratamiento alternativo a los pa@estdr cancer que han fracasado o
progresado con la quimioterapia estandar. El descubrimiento de estas moletulas
revolucionado la lucha contra el cancer, al permitir enfoques mas directod pamardas
células cancerosas dirigiéndose a antigenos especifiesasleélulas



3. Metodologia

La presente investigacion tiene lugar en la Facultadndenieria de la Universidad
Autonoma de Querétaro en Campus AeropuerteC@&)I en el laboratorio de materiales
funcionales y nanoestructurados con el apoyo del Dr. Eduardo Elizalde.

La metodologia implementada consiste en tres fases: tépgisily caracterizacion de los
puntos cuanticos de Ag; 2) funcionalizacién y caracterizacién de estos; finaleedi
pruebasn vitro ein vivopara probar el nanosistema generado para la deteectander de
mama.

3.1. Sintesis, caracterizacion y funcionalizacion de puos
cuanticos de AgS

3.1.1. Sintesis

La sintesis de los QDs de &jtendra como sede de desarrollo el laboratorio de lateri
funcionales y nanoestructurados ubicado en campus aeropuerto. Previo a la generacion de las
soluciones precursoras, el material utilizado debera kvasamismo, secarse con alcohol,

el manejo del material tras haber sido secado, requggsamenteulsmanipulacién con
guantes, y de este modo evitar contaminacién por contacto, al concretar el pasnadenc

se continuara a preparar las cuatro soluciones que requegidak sintesis de los QDs de

Ag2S (NOTA: se debera utilizar agua bidestilada padas las soluciones que se requieran);

las soluciones requeridas para este paso son las siguientes:

1) 1L de solucion de EDTA monobasico a 20 mM. (Sol. A)
2) 1L de solucion de CTAB monobasico a 20 mM. (Sol. B)
3) 0.5 L de solucion de nitrato de plata (Agij@l 0.1 mM. (Sol. C)
4) 0.5 L de solucién de sulfuro de sodio ¢Npal 0.5 mM. (Sol. D)

En un vaso de precipitado se depositaran 50 mL de la Sol. A, afiadiendo 50 mL de la Sol. B
y finalmente 50 mL mas de etanol, esta mezcla se sdretena etapa de sonicacion, dicho
proceso se generara a través de un homogeneizador s6nico de mano con un sonotrodo de
didmetro de 80 mm a una potencia de 45W y un snap deE&¥.mezcla se dejara bajo
dichas condiciones hasta alcanzar una temperatura de 35 °C. Dado este punto sesffiadira

mL de la Sol. C (esta adicién deber ser continua y por las paredesigiinte), el proceso

de sonicacion debe cumplir con las condiciones preestablgq@asianecera hasta alcanzar

una temperatura de 50°C. Para estas instancias se dgbegar a la mezcla 50 mL de la

Sol. D a una tasa de 1 gota por cada 5 segunad@st,neomento que se aflade a la mezcla la
Ultima gota debera realizarse un conteo dependiendo el diametro de QDs que se espera 5, 7,
13 y 18 min (tamafio promedio de los QDs 2, 5, 8, 10 nm); concluyendo el periodo de tiempo
se detiene el homogeneizador soénic

La mezcla resultante debera enfriarse a temperanbgeate, cuando su temperatura ronde
entre los 25°C a 30°C, se centrifugara a 7000 rpm por 10 mifudospntinuacion se



decantard y el solido obtenido sera resuspendido en una solucion 40:60 de agua con PBS y
se almacenara en un frasco ambar a una temperatdte tfe

3.1.2. Caracterizacion
3.1.2.1. Caracterizacion de los QDs sin funcionalizar.

La caracterizacion del material tendra como objetivo obteriermacion necesaria de este
para entonces poder sustentar su uso y caracteristiGga tle los datos generados; en
primera instancia, es necesario determinar el tamapartieula, el cual sgeterminara por
medio de la microscopia electrénica de barrido (TEM, por sus siglas en;Hgiéshismo
para este andlisis las muestras seran preparadaggiar de la técnica de fundicion por gota,
se situara una gota de la solucion de QDs en etanol sobre una rejilla de cdbestaedea
carbono, el disolvente sufrird una evaporacion a temparambiente.

Para la determinacion de las caracteristicas Opteashara valer de la técnica de
espectroscopia UVis,*849utilizando una concentracion de 20 mM en la solucion a analizar

y con parametros para el barrido en un rango de 190 a 1100 nm. Aunado a estas técnicas
también se hara uso de fluoroscopia de rayos X enl ldIRmperatura ambiente, la fuente

de excitaciorsera un laser de 785 mfir!

3.1.2.2. Caracterizacioén de los QDs funcionalizados.

Al igual que en los QDs carentes de funcionalizacion se mgitara TEM para la
determinacién del tamafio de los QDs funcionalizados aplicando la misma metodalagia pa
la elaboracion de las muestras. Para ratificar la fnatizacion del sistema se medira el peso
molecular utilizando un Zetasizer, midiendo la absorcion a 56Z Bste proceso se lleva a
cabo por triplicado.

La caracterizacion éptica se desarrollara bajo los naggacametros ya establecidos en la
seccion precedente. Por otro lado, se incorporara un analisis de espectinfeopmgg de

la transformada de Fourier, buscando analizar la presencia de gnmigiosdiles especificos
en los QDs funcionalizados. Para finalizar, se usara ekizet con el fin de evaluar la
propiedad de carga superficial de los QDs funcionalizados a diferentes pH,(8,y611) y

se determinard el potenciaP?Z?

3.1.3. Funcionalizacién de los QDs

Este procedimiento se divide en dos partes: 1) la preparacién de la sapkrfios QDs;

para la cual debe considerarse la implementacién de cuatro tipos de anticuerpos
monoclonales, de forma que seran requeridas cuatro soluciones de puntos cuant&os con
superficie activada (QDs act).

NOTA: Previo a la preparacién de las soluciones precass el material utilizado debera
lavarse y ser secado con alcohol, el manejo del mayarsdco debera ser estrictamente con
guantes con el propdsito de evitar contaminacion por contacto.



Para la elaboracién de la solucién de QDs act., son imperativas las solucioneadap@st
continuacion:

1) 400 mL de solucién de QDs de Aga 60 mM. (Sol. E)
2) 10 mL de solucion de lsdarbonildiimidazol (CDI) a 0.05 mM (Sol. F)
3) 40 mL de solucion de albumina de suero bovino (BSA) a 458WIG)

En un vaso de precipitado se dispondran de los 400 mL de la Sol. E con los 10 mL de la Sol.
F, haciendo uso de una plancha caliente con agitacién nagnétitemperatura debera
regularse a 55°C y se mantendra reaccionando por 30 minutos con una agraiédio

de 300 rpn?? Ulteriormente, la mezcla anterior se expone a tempearaimbiente para su
enfriamiento, acontinuacién,se le afiadiran los 40 mL de la Sol. G y se conservara en
reaccion por 2 horas a temperatura ambiente y unaiagitaedia de 50 rpift.>2

Para la segunda parte seran utilizados cuatro tipos de anticuerpos monoclonalede$os
son:

a) ErbB2 (HER2) anticuerpo monoclonal (3B5). (Anti A)

b) ER-betal receptor de estrégeno anticuerpo monoclonal (ERB455). (Anti B)
c) PRAT 4.14 receptor de progesterona anticuerpo monoclonal. (Anti C)

d) Ki-67 Anticuerpo monoclonal (SolA15). (Anti D)

Por ende, la subsecuente metodologia debera repetirse de forma individual para cada uno de
estos, teniendo en consideracion la biofuncionalizacién de los QDs en funciénraetnadia
del modo sucesivo:

1) QDs de didmetro de 2 nm con el Anti A. (Nanosistema 1)
2) QDs de diametro de 5 nm con el Anti B. (Nanosistema 2)
3) QDs de diametro de 8 nm con el Anti C. (Nanosistema 3)
4) QDs de diametro de 10 nm con el Anti D. (Nanosistema 4)

Para la oxidacion del anticuerpo monoclonal son requeridas las soluciones mostradadas
enseguida:

1) 1 mL de solucion de anticuerpo monoclonal a 50 mg/mL (Sol. H)
2) 3 mL de solucion de peryodato de sodio a 0.1 mM (Sol. I)

En un vaso de precipitado ambas soluciones (Sol. Hy Sol. I) deben mezclarse en cgndicione
de ausencia de luz a una velocidad media de 150 rpm durante 30 r¥finutos.

Por ultimo, en otro vaso de precipitado se depositaran 100 mL de la solucién de QDs act. y
se pondr4 en agitacion constante a una velocidad media de 50 rpm a temperatura gmbient
a esto se le adicionaran la solucién de anticuerpos monoclonales oxidselaejara en
reaccion por dos horas. Las muestras resultantes se lavan mediante tripliceatua
destilada y se almacenan a 4 °C en condiciones de auderiaiz?>

3.2. Pruebas in vitro



Las prueba vitro del sistema nanoestructurado y su interaccion con cekildesvaran a

cabo en el laboratorio de Neuroinmunoendocrinologia en campus aeropuerto.
Precedentemente a inicializar lavestigaciébnen las instalaciones del laboratorio, es
imprescindible vestir pijama quirdrgica y guantes de forma continua, quedagidstrel

uso de joyeria de cualquier tipo mientras se realice algun procedimiento que inwlucre |
manipulacion de materia biolégicamateriales que se ocuparan para estaidati, todo el
material utilizado debe estar esterilizado y preear® a su uso debe rociarse con una
solucion de alcohol al 5% para descartar la contaminaoibmeatal.

Para los cultivos celulares se ocuparan placas de 96 pozos a una densidad celil@dde 10
células por pozo (esta densidad debe ser determinadanpeo directo mediante una camara

de Neubauer), por cada analisis a efectuar seransudad placas; igualmente se emplearan
cuatro soluciones en diferentes concentraciones por cada nanosistema planteado (es
nanosistemas se definieron en la seccion 3.1.2), las concentraciones a soen&{0, 50,

25y 10 uM (NOTA: estas disoluciones deben hacerse en.PBS)

Para cada pozo sera afiadido 100 pL de la solucién de QDs funcionalizados correspondiente
y 100 pL de medio de cultivo, permaneceran en incubacion por 30 min (T1), 1 h (T2), 2 h
(T3), 4 h (T4) y 24 h (T5) a 37°C con una concentracion de &#G6% y humedad del
95%72°°|a estructura de las placas de cultivo es presentaldsesURA 20,

Figura 20. Configuracion de las placas para el cultivo celular

Finalmente, es relevante indicar el uso de células modetogsta investigacion, las cuales
pertenecen a la linea celular MCF

* Adherencia celular

Para este ensayo debe tomarse en cuenta la redidpedzl medio de cada pozo, y la
recuperacion del sobrenadante. El medio recobrad@sandinado por medio de la técnica
de UV-vis para extraer la concentracion de QDs funcionalizados en el medio, akede

presentado adherencia celular, deberia ser menca mieidl *° las lecturas se deberan hacer



a 545 nm (este valor puede presentar variabilidad, en funcién de lo que concluyan las prueba
Opticas realizadas al nanosistema correspondiente) yambedmicroscopia Optica se
evidenciard si existe adherencia en las células, galgypresentarse dicha adherencia, sera
posible observar los aglomerados de QDs formados en las células.

3.2.1 Pruebas de viabilidad y citotoxicidad.

Se preparan 0.2 mg/mL de sal de MTT (Bromuro dg@,3- dimetiltiazol2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) disuelta en medio DMEM suplementado.

Tras la obtencién de la solucion, de las placas de cultivo celular que ya contienen QDs
funcionalizados, se les extraerd todo el medio de cultivo por aspirado, habiendo sido
aspirado, se adicionan 100 pL de MTT a cada pocillo de cultivo y se mantiereleadidn
durabte un intervalo de-A4h a 37°C con una concentracion de.@D5% y humedad del
95%7859durante este periodo, se debe dar seguimiento en el microscopio para inspeccionar
la formacién de los cristales de formazéan, es decanawn ocurra la formacién de un
precipitado de color morado. El formazan es diluido al suprimir el medio coaléssie

MTT y agregar 100 puL de dimetil sulféxido (DMSO). Parsefizar, la placa se inserta en el
lector de microplaca, con una agitacion posterior durante 10 segundos y se ejectiieala

de absorbancia (densidad 6ptica) a 57¢hm.

En vista de las lecturas de absorbancia se prosigulealocia viabilidad celular de acuerdo
conla ecuacion 1 (Ec. Ff
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Con base a los resultados se computa el promedio y la desviacion estandar, recorsiciendo a
el nivel de citotoxicidad con base a las ISO 10993 daudeesale la clasificacion de
citotoxicidad con base al porcentaje de viabilidad celular:7830: No citotéxico, 7460%:
Ligeramente citotoxico, 495%: Moderadamente citotoxicos, -@%: Extremadamente
citotoxico? Dada la situacion en que los QDs reduzcan mas del 50&vibilidad celular

se cuantifica la concentracion citotoxica media (CC50efBncia de dosis*diferencia de
porcentajes (506superior/50% inferior) +Dosis identificada=CC561.

4. Hipotesis
El uso de puntos cuanticos a base deSAfuncionalizados con marcadores tumorales,

facilitara la sensibilidad para la identificacion ddutas cancerosas mamarias con el fin de
realizar una deteccién temprana por medio de técdeéisoroscopia.

5. Objetivos
5.1. Objetivo general

Obtener puntos cuanticos de 28gfuncionalizados con marcadores tumorales para la
identificacion de cancer de mama.



5.2. Objetivos especificos

1) Sintetizar por medio de sonoquimica QDs de >2SAgy caracterizarlos
fisicoquimicamente por medio de UXs, TEM y dispersion de ludindmica.

2) Evaluar la citotoxicidad de los QDs a través del ensayo de MTT.

3) Funcionalizar los QDs con anticuerpos monoclonales por medio del proceso de
humectacién quimica.

4) Caracterizar a través de UNs, TEM, dispersion de luz dinamiedR.

5) Evaluar la viabilidad, citotoxicidad y adhesion celular.

6. Cronograma

Afo: 2023
Meses (dividido en semanas)
Actividades Noviembre Diciembre Enero

S2|S3

Revision libliogréafica
Sintesidde QDsde Ag2S

Caracterizacion de los QDs
sin funcionalizar

Funcionalizacién de los QDs

Caracterizacion de los QDs
funcionalizados

Pruebasn vitro de viabilidad
y citotoxicidad

Analisis de resultados
Redaccion de tesis




7. Resultados
7.1. TEM

Figura 21. Micrografiaen TEM de ranoparticulasle AgS sin surfactanten estado de aglomeracidarscalade 100
nm

En laFIGURA 21, se puede observar la micrografia de las particuldgst sin el control

del uso de surfactante, de manera general las particulas no son homogéneas en forma y
tamafo derivado del mismo proceso, también se destaca una notoria aglomeraca®) de est
notandose zonas con mayor densidad de color en la micrografia, lo cual nos sugiere que el
material no es estable en su energia superficial yapordtivo tiende a aglomerarse lo cual
puede ser una desventaja para el uso que se requietaslpagticulas.



Figura 22. Andlisisestadistico de ldistribucion ytamario de particulatel proceso de sintesis en ausencia de
surfactanteMedia de 19 nnde didmetro

En laFIGURA 22se tiene el analisis de la micrografia dBIlBURA 21, se puede observar en
la FIGURA 22, el histograma de las particula® tom6 una muestra de 50 mediciones
tomardo la distanciamaslarga de las particulasomo parametro de diametr@ puede ver
gue cerca del 50% de la muestra se sita en el rangondéid@ de los 15 a los 20 nm, al
realizar una analisis detallado de los datos y usando el mestaldistico de caja y bigotes
(FIGURA 228), se puede ver qua mayoridos datoscomoconfirmael histogramase centra

en los valores de diametro de los 15 a los 20 nm, teniendo como media los 19 nm de diametro,
también se pueden observar dos valores fuera de rango en la plméealsliperior, este se
puede deber a quepmo sanenciond anteriorment® se tiene un control en el crecimiento
de las particulas al no hacer uso de un surfactanteegtrénja la cinética de reacciéon y
permita la modulacion de crecimiento de particula.

Figura 23. Micrografiaen TEMde nanoparticulas de A§ consurfactante escala d60 nm

La FIGURA 23 muestra la micrografia de las particulas deSAghora con la presencia de
surfadante el cual tiene interferencia directa en la estdhdide las particulas, samafio,

forma y dispersion, asi como su reactividad y propiesladgerficialesPor lo cual en
comparativa con I&IGURA 21, presenta zonas oscuras minimas, ya que existe una mejor
dispesion de estas. Cabe destacar que la aglomeracion se remsate@blementeasi

como el tamafio de las particuldscluso en cuanto a morfologia se refitmeen mas
uniformes, de modo que podemos afirmar que el surfactante nos permite tener un mejor
dominio sobre las caracteristicas de nuestras particulas.



Figura 24. Andlisis estadistico de la distribucion y tamafio de particelgsrdceso de sintesisn pesenciale
surfactanteMedia de 6.9723 nrde diametro

La FIGURA 24 correspondeal andlisis de la micrografia de FaGura 23, empleandose 50
datos dela micrografiacorrespondientegomo se mencion§ realizd anteriormentg se
generd el histogramede laFIGURA 24%, el cual revelaque el tamafio promedio de las
particulas oscila entrel rango de6-7 nm Haciendo uso complemtrio del modelo
estadistico de caja y bigotEsGURA 24° sepuede examinar que la mayoria de pomtos
recaeen la zona de entf#&655 a los 6.832Bm, conunamediade 6.9723 nm de diametro.
Cabe destacar que no existen valores fuera de rango egréfste, asumiendal surfactante
como responsable dareejores valores de tamafpsniformidad de particulas.

Figura 25. Micrografia en TEMde ranoparticulas de A§ con surfactanteescalade 100 nm.

Ademas de la influencia del surfactante sobsedroductos di sintesisla cavitacion es
otro pardmetro que afecta cinética de crecimiento de las particukscual podriamos



definir como el proceso mediante el cual se forman burbujas en un liquido sometido a
ultrasonido, y estas burbujas pueden colapsar violentamente, generando altaguessper
presiones localegntre las consecuencias de aumentar la cavitacion @stéimento de la
velocidad de reacciémejora en la dispersion de los reactjiveambios en el tamafio y la
morfologia de las nanoparticuldss efectos de estenémeno se muestran laFIGURA
25. Inicialmentese manejo una cavitaciéon de 80 para las prisngiraesis deAg>S con
presencia y ausencia de surfactarffes(RAS 21Y 23, respectivamenje sin embargpla
micrografia de I&IGURA 25 presenta los productos de la sintesipatticulas de Ags auna
cavitacion de 9%. Con base a la micrografia es posiblajeturarque,a mayor cavitacién
y, por ende, una mayor admnstriacion energética al sistenexiste una mejor dispersion de
las particulasasi como una mayor homogeneidalbarcando una mayor area superficial.

Figura 26. Andlisis estadistico de la distribucion y tamafio de particelgsrdceso de sintesis cpresencia de
surfactanteMedia de5.7665 nnde diametro

De acuerdo cola FIGURA 26" como parte deddudio de la micrografia de IRIGURA 25 se
determinaqueel tamafio promedio das particulas se ubica enrahgo de & nmcomo
sucedié en el analisis anteri@GURA 24); pero la diferencia es evidente eracto a los
tamafios maximos y minimosiendo masinos en estélltimo casg con untamafio minimo
de particulade 2nm y un tamafio maximo de 9 n@onforme a I&FIGURA 26°, exhibe que
las condicionemanejadas para esintesigprovocaron que existiera una mayor cantidad de
puntosen el tercer cuartién el rangeentre6.0075-6.891 nm.El didmetro promedi@s de
5.7665 nmEs notableel incrementaenla estabilidad y homogeneidad de lasipatas con
respecto das anteriores. Por lo gl&s variables desurfactantey la cavitacionjuegan roles
importantes enlas caracteristicas principales das particulas como lo spnmas
evidentementeel tamafio y la dispersion.

7.2. SEM



Figura 27. Micrografiapor M de ranoparticulas de A§ con surfactantal 3% de Mnaescalade2 umy aumento
dex25

Enla FIGURA 27 seaprecida morfologiade las particulas d&g.S, querevelauna evidente
aglomeracionde particulas al presentan cimulo de texturarugosa.Lo cual tiene una
correlacion directa cosl método de sintegisonoquimica) y las propiedades de los reactivos
quetienen lugar, e.g: la sonoquimicauede causar agitacion mecéanica inteestfavorece

la nucleacién y crecimiento de las nanoparticulas. dlagiciones de cavitacion pueden crear
condicionesde alta energia que promueven la formacion de superficies rugosas en las
particulas los reactivos utilizadopueden interactuar de manera compleja en presencia de
ultrasonidoscon la posibilidad dgenerar especies intermedias o productos secundarios que
afectanla morfologia de las nanoparticulagavore® la formacion de estructuras rugagsas

la alta energia proporcionada por la sonoquimica puede gpaedaretrogjue promuevan

un crecimiento no uniforme de las nanopartigulasnucleacion y el crecimiento de las
nanoparticulas pueden ocurrir en sitios espedcifitichos sitios pueden estar influenciados
por factores como la presencia de impurezas, la apitdocal y la concentracion de
reactivos.



Figura 28. Micrografiapor M de ranoparticulas de A§ con surfactantal 3% de Mnaescalade 1 um yaumento
dex50

La FIGURA 28proporciona uracercamientanas profundpen el cual se aprecén mayor
detalle las propiedades superficiales de las paaabnde se notque son cumulog capas
del material, estten6mengoudo deberse a que la muestraesmribribcon oro yquizaesto

pudo generar como un empaquetamiatgas particulascon la capale oro simulando ser
unasolaparticula



Figura 29. Micrografiapor M de ranoparticulas de A8 con surfactantal 3% de Mnaescalede 500 nm y
aumento< 100

Parael estudio en SEM es frecuente recubrimiento de muestra®ro,paramejorar la
conductividad eléctrica y reducir la carga estatica enuestra lo quepermiteuna mejor
resoluciénde la muestraEsto tambiénafecta ala lectura e interpretacion de resultados
porquepueden influir en su morfologia y su observaaéramicrografia En laFIGURA 29

se evidencia este efectalebidoa que redujo el espacio existente entre las particulas
provocando que estas experimentaraacompactacionAdemas el recubrimiento con oro
también puede afectar la morfologia superficialadmuestraya quela capa de oro puede
formar estructuras granularesugosas.



Figura 30. Micrografiapor M de ranoparticulas de A§ con surfactantal 3% de Mnaescalede 200 nm y
aumentox 250

En relacion conla FIGURA 30 presentaun analisisen ausencia detecubrimiento con oro
sobre la muestr&nel cual se apreciaejorla morfologiareal de las particulas d&g.S. En

la micrografiasepuede apreciar una capa rodeandueldiculacomosi fuera unanvoltura,

dicho recubrimiento se puedéibuir a lainfluenciade la L-Cisteinasobrelos productos de
reaccion, ya que es capazatisorberse en la superficie de las nanoparticulas, formando una
capa que impide la aglomeracién y el crecimiento exgade las particula®icha capa es
claramentenotoria exponiendo la propiedad estabilizadordade Cisteingparacontrolar la
morfologia y el tamafio de las nanoparticulas sintetizada



Figura 31. Micrografiapor M de ranoparticulas de A§ con surfactantal 3% de Mnaescalede 200 nm y
aumentox 200

Enla FIGURA 31se tiene una vistgeneral de las particulas de 8gin el recubrimiento de
oro.Como se mencion6 en el parrafo anterior por el efectaedabrimientamcasionado por
la L-Cisteinaexiste una separaciorentre las particulagvitando que se aglomeren y
permitiendo la estabilidad de estas manteniendeaasteristicade tamafio y formaon
esto sanuestrade manera mas clalamorfologia reatle lasparticulas.

7.3. Raman
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Figura 32. Microscopiade Ramanreaccion en condiciones 5
1.94:1 Ag:S (1.54 XRF) y 15 uM CGNla

La FIGURA 32, muestra el espectro Raman de la résogue no seitilizo surfactante como
agente regulador del tamafopheticula se puedebservar queestiene una sefial22.46
cmt, indicando la presencia de la estructura cristalinmonocristalinadel AgS, sin
embargo, también se tiene la presencia de piatalicaen el rango de los 500 a 1100tm
recordando la micrografia de laGURA 21, se puede hacer reléoiy comprobar que la
calidad de eseeacciénno es la propicia para tenéf@ nanoparticulade sulfuro de plata,
se debe considerar glaepresencia de plata metalica también puede sexctwr fpor el cual
la aglomeracién de las particulagsepicio.
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Figura 33. Microscopia de Ramaneaccion en condiciones 3
2:1 Ag:Sy 20 uM CitNa

Para el caso de la reaccion donde solo se utilizé reductenseit especti@aman(FIGURA

33) que muestra una sefial principal en 109.38 esto nos indica que de igual manera se
WLHQH @dbmiiekaHmonocristalina, pero en este caso ya noreeliesenal de plata
metalica, con esto se cormgbaque el uso de un agente que reculethucciénde la plata

es fundamental para poder ser utilizada en este tipoa®aees donde se budeaobtencién

de nanoparticulas estables y sin la presencia del redtecido, también es destacable que
el corrimiento al azul del espectro nos revela queese tiin esfuerzo de compresion en la
estructura cristalinaugiriendague el tamafio de particula es pequefio por la presenesial
tipo de esfuerzo en la red, lo cual tiene sentido alaveritrografia de |&IGURA 23, donde

el tamafio promedio dearticulaes de6.97 nm.
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Figura 34. Microscopia de Ramaneaccion en condiciones 2
2:1 Ag:Sy 15 uM CitNa

En laFIGURA 34 se tiene el espectro Raman correspondienteeatxioncon surfactante,

se tiene igual una sefialenlazd@dH OD HVWUXFWXUD FULVWDOLQD HQ ID\
ancho de la sefial se puede intuir que la particulageepe y etorrimientohacia el rojo de

la sefial puede atribuirsda morfologia de la particutpie como se aprecia en la micrografia

de laFIGURA 25 son cuasi esferas, lo cual puede propiciar una interaccion de tension en la

red el tamafio promedio de particula es de 5.76 nm, lo cual por el dmiehsefial principal

del Raman tiene sentido que se tenga una reduccion en el tan@dtt dda.

7.4. XRF



Elemento| Linea| Conc./ J
S K12 19.7
Mn K12 0.113

Fe (IS) | K12 1.000

Ag L1 54.7
Figura 35. Andlisis elementgbor XRFde las nanoparticula®e AgS-¥dMn. Relacion molaAg:S de2.8:1

La FIGURA 35se tiene el espectro obtenido poardlisisde fluorescencia de rayos X (XRF

por sus siglas en inglgsestepermite determinar la composicion elemental de una nayestr
adicionalmentepuede cuantificar los elementos presentes en la misma. De este modo
podemos confirmar la presencia de Ag y S, que son los componentes principales de las
nanoparticulas de A§, a su vez el Mn en los sistemas correspondientes; @S leo
ausencia de residuos y subproductos de la reaccion que pudieran afectar el rendaiéent
reaccion, como las propiedades de las partidatasconsiguiente, es posible confirmar tanto
la eficaca del proceso de sintesis como el de purificad@nas particulases necesario
mencionar la existencia de Fe debido a que funge comalastam el andlisis. La reli#én
molar de Ag:Sque arroja el analisigara este sistema es 2&.1, en consecuenciaxiste

una correlacion directa que a mayor concentracion de platdabausencia de surfactante
favorece la aglomeracion de las particulas.



Elemento| Linea Conc./ J O
S K12 33.8
Mn K12 | No determinaddg
Fe (IS) | K12 1.00
Ag L1 49.2

Figura 36. Andlisis elementgbor XRFde las nanoparticulas de 28g%dMin. Relacion molaAg:S del.5:1

Parala FIGURA 36 se tiene unaelacion molar Ag:®uando eburfactantestgpresente en la
reacciones del.5:1, estefendmengouede explicarse que la presencia del surfactanteagener
unarestriccionen lareaccionentre la plata y el azufre, pero tomando como referdacia
micrografiade laFIGURA 23, se puede ver que este factor no significa una degyamtael
producto final, ya que se logré tener un tamafipatticulacercano a los 6.8 nm, aparte de
contar con unaispersiénde forma y tamafibomogéneg se evitaron las aglomeraciones
de lasparticulas



Elemento| Linea| Conc./ J
S K12 23.5
Mn K12 0.062

Fe (IS) | K12 1.000
Ag L1 31.7

Figura 37. Andlisis elementgbor XRFde las nanoparticulas de 83%Mn. Relacién molar B:1

LaFIGURA 37 es para el castela reaccion donde la variante fue la energia del sistema e
la sintesis, laelacion molaAg:S del1.3.1, aunque la estequiometria se aleja del valor dado
tedricamente que es de 2 este caso se obtuladistribucion dgamafiode particula, el
cual sepuede comprobaron lamicrografiade laFIGURA 25, estefen6mengouede ser que

la restriccibrdereaccionprodujoparticulagnaspequefias y con mejdispersiorde tamafio,
ademasespaldando los resultados deetpectroscopiRamande laFIGURA 34 se tiene el
material en la fase cristalina deseada sin verseadfepor laelacibnmolar que se presenta,
ademastro factor para tener menosacionmolar es la presencia de Mn en la muestra, el
cual en el rendimiento delacibnmolar corre las relaciones a menores valores en esie ca
para la plata

7.5. UV-Vis



Figura 38. EspectrdJV-Vis de absorbancigsertenecienta las 4 racciones/ su zonaepresentativa

En laFIGURA 38, se tiene el espectro general de-W¥ de lagparticulas donde se tienen

cuatro variaciones de experimento y se puede notar erplesies que se tienen diferentes
valores de absorbancia, e@@admenacse puede explicar como unedulacionde tamafio

de particula se debe prestar especial atencién a la zona de 300 ar¥Q@ mue en esta

region del espectro es donde se tiene los fendmenos de absorcidén de las nanoparticulas de
AQ2S, en dade haciendo un analisis a mayor detalle sobre estasmpagde apreciar que

se tiene desde &bsorcidrbase para el experimento uno situada en los 300 nm un corrimiento

al rojo, esto nos indica que el tamafigdédiculava creciendpotro dato deéspectraes que

solo cuenta con esa zona de interaccion del material coergi&, por lo tanto también nos

indica que no tenemos otros elementos que participan en nuestro sistema.
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Figura 39. Graficas de TAUC

Del espectro general de WUXs de las particulas también se puede obtener el valor del band
gap atravésdel uso de modelo de lgsaficasde TAUC este modelo permite calcular el
valor aproximado del band géptico, para el caso especifico de este materiailsg para

un modelo de material con banda directa, y los valores obtenidos fueron mayores a los 4 eV,
esto nos indica que tenemos fendmenos de confinamiento cuantico, ya que el valor del
material en bulto oscila los 2 eV, este aumento en el valor nos sugiere que podefbejas
dimensionalidad se promueve elnfioamiento cuantico, lo cual si relacionamos con las
micrografias y los tanfiims departiculaobtenidos hace sentido, ya queliamensiénde estos
sistemas estpor debajo de 1080 nm y estgermitetener estdendmenoobservado en el
analisisUV-vis.

7.6. MTT

El ensayo MTT es un ensayo colorimétrico basado en la reduccién delam@iillo a
formazan puarpura por células metabdlicamente activas. dntidad de formazan se
correlaciona con el numero de células viables.

Paraanalizar la viabilidad celular, se realizaron estudeMdT para su evaluacién. La linea
celular implementada pertenece a la MCKeutilizo el equipo ELISA, el cual genera un
recuento de la densidad 6ptica a través de longitudes de onda de 540 y 720 nm.

Considerando la viabilidad superior al 80% como no téxica en base a la norma 1IS© 10993
5, los AgS QDsmostraron una excelente biocompatibilidad en estas céfulas



En cuanto a los resultados obtenidos, se pueden obs#iasos comportamientos
dependientes de las diferentesicentraciones planteadas, coes@l caso ddos sistemas
constituyentes o ausentesMge. Con respecto a la variabilidad en la longitud de la barra de
error se puede atribuir a la aglomeracion de las pasicWlado que algunas células
interactuaron de tal manera que penetraron la membrdukarcdgualmente cabe la
posibilidad de que dho comportamiento tenga relacién con la adaptabilidadla
célula/particula.

Figura 40. EnsayoMTT correspondiente a los blancos de nanoparticulagse A

A diferencia de los iones Agltamente téxicos, los QDs A§no tienen este problema
debido a su constante de solubilidad ultrabajg=6k3x10°°) lo cual no permite que se
disocie iones, sino que se mantiene como compuesto permite que lkeoncentracion de

Ag en la linea celuldras el tratamiento con QD® sea significativa, lo que indica que los
QDs no liberan Ag en las células y confirma la naturatezddxica de estos QDSLa
citotoxicidad ultrabaja observada en el ensayo MTT podria atribuirse a los conggonent
metalicos poco toxicos de los QDs28g asi como a su constante de solubilidad ultrabaja,
que determina la liberacion ultralenta de los componentes metalicos al entodgabf|

En laFIGURA 40, primero se observa que en el ensayo MTT los valores de viabilidad respecto
al blanco cuando las células son sometidas a los tratasieon diversas conceaciones

de nanoparticulas de A®, hasta la dosis de 150 mM se tiene un efecto altamente
proliferativo, esto significa que se tiene estimuloderivadoentre lainteracciénde la
particulay la célulg el cual fomenta que los ciclos dieision celular seamascortos y por
ende se tenga mayor viabilidad de tdulas sin embargo para los concentraciones
superiores de 150 mM, los valores de viabilidad muestran uncaicaincal 75%, esto de
primer instancigpodriasugerir que se tiengresencia de muerte celular, ya quéieseeun

valor bajo de viabilidad, sin embargo, al analizait@gene€n microscopio, se pueder

gue nose tiene presencia de desecho celular, lo siguede interpretar que a valores de
dosis mayores a los 159M en lascélulasse genera uastimulocitostaticq es decir, que la
tasa dalivision celular se ve disminuida pero no genera musghalar



Figura 41. EnsayoMTT correspondiente asnanoparticulas de A§con presencia dgdloL-Cis

De acuerdo con I&IGURA 41, para las concentracionede 25 y 50 mMexiste un
comportamiento idéntico entre aproximado al 80% de viabilidad celular; por lo que
retomando el argumento delarrafo anterioraunado alas fotografias microscépicas
complementariague demuestrama omisionde muerte celulgpodria tratarse de un efecto
citostatico ademas con base &namplitud ddas lineas de error puede interpretarse que
existe unextensagperiodo de adaptacion en la interaccion célpdaticula.Razoéntal, por la
gue se puedaferir que las concentraciones mas estables y favorables cordespal50 y
200mM con valores muy cercanos al amhtA pesar de ello, todos los valores se sitian por
encimadel rangoestablecidade viabilidad celular Otro aspecto para considerasque a
patir de concentraciones igual o mayores a 150 s@Wisualzan aglomeraciones dle
materialen el medio.

Figura 42. EnsayoMTT correspondiente lasnanoparticulas de A§-1%Mn

LaFIGURA 42 exhibe quérayun ligeto decaimiento de la viabilidad celular oscilaaitgalor

de 90%, sin embargo,conforme aumentalas concentra@nes el efecto es proliferativo
alcarzando su pico en la concentracion de 100 mM con un valor aproxiahabk(o,
respectoa la imagen de microscopio se vuelve a tgmesenciade aglomeraciorde
particulasla forma de lasélulasno se valistorsionadgor tanto el efecto proliferativo solo
estacausando un aumento ertdaade division luego, para logatamientogle mayor dosis
del material se presentana caida en la viabilidad pesar de ello en las imagenes de
microscopiano se aprecia anpérdidaen la densidadelularpero si unincremento en la



cantidad de material disperso en el meda.viabilidad para la concentracion mata
correspondiente 350 mMno sufriocaidas drasticas referentes a la viabilidadiuso es
muy cercana al valor del control con aproximadamente%) péro en la imagen se aprecia
una distribucibnde muchasparticulas aglomeradas, estéendémeno pudocasuar un
pasivamiento en la adherencia de las células en kxfaip y este pudo ser el causante
directo de la caida en el valor de la viabilidad

Figura 43. EnsaydMTT correspondientelasnanoparticulas de A§-3% Mn

Para el caso del ta@hientocon lasnanoparticulaslopadas con 3% W/W de Men la
FIGURA 43, para todas las concentraciones de los digséra@mmientosa viabilidad respecto

al blanco es superior al 120%, esto metasugiriendo que con este porcentaje de Mn el
estimulono importa laconcentraciémes deproliferacion en el caso particular, respecto a las
barras de error, el tratamiento con 150 mM es el gesepta mejoadaptaciorya que el
error espequefioy ademases el caso que mayor valor de proliferacion presenta,meeta
140%al apoyarno®n lasmagenese nota un efecto dglomeraciore lasnanoparticulas

y relacionanddo que se tiene en los casos anteriguggédeste efecto daglomeraciores lo
gueestacausando aetstimuloque acelera el ciclo d#vision celular.

Figura 44. EnsayoMTT correspondiente lasnanoparticulas de A§5% Mn

En laFIGURA 44, se tiene el caso de la evolucion de las partic@asgb dopadas con un

5% de Mn, para ataso paitulas de 25 mM se tiene que la viabilidad es muy similar a la
gue se tiene con el blanco, y en el caso de la dosis de 250 mM el valor es cercano al 90%,
siendo este ahasbaja en la imagen de microscopio para este caso se peedpi® las
particulasse tienden a aglomerar, efg@dmenopodria ser el responsable chusar que la



interaccién o bien el estimuloque se tiene de la particula aclula causeun leve retraso

en su ciclo dalivision, ya que en la imagen no se tiene presencia de desekthar Para

los casos de las dosis de 50, 100, 150 y 200 mM los valores de viabilidad son mayores que
la refeencig aqui se presentael fenbmeno yaobservado en los ensayos anteriores, el
estimuloque causa en Igélulaes proliferativo, generando que estaslis&lan més rapida

En lasimagenegie microscopio no se observa utistorsidonde la morfologia celulade

modo queaunqueeste estimulduncionecomoun catalizador en su procesodieision no

provoca ningunatraalteracionvisible sobre laélula

8. Conclusiones

Por medio de las caracterizaciones por TEM, fue poshlizar el andlisis e influencia que
tiene el surfactante sobre las caracteristicas geseade las particulas de &3 ya que sin la
presencia de este la aglomeracion es considerableaienteo hay forma definida. De modo
gue el empleo del surfactante nos proporciona un mejor control sobre las propok e
particulas, principalmente endatabilidad de las particulas, su tamafio, forma y dispersion

El estudio por SEM permitié analizar con mayor detalfggcision las caracteristicas de la
morfologia de las nanoparticulas. Declarando que existe unadaegkacion con el método

de sintesis, a través de la cavitacion y energia quarsgristra al sistema, por consecuencia
se ven afectadas la nucleacion y el crecimiento dpddgculas. Asimismo, es importante
realizar las pruebas sin el dopaje de gaojue este le confiere propiedades como una mayor
aglomeracion, ocasionando asi menos especificidad deliahater

Mediante el XRF seealizd un andlisis composicional que confirmaba la existencia de
elementos presentes en el sistema plantgaldoausencia de residuos o subproductos que
obstaculizaran la sintesis. Gracias a los datos do®jue posible obtener las relaciones
molares entre los elementos y examinar su comportamiento e influencia sobre sus
particularidades.

El estudio MTT permitievaluar la interaccion céluteanoparticula para determinar la
viabilidad celular. Sin embargo, es necesario real@ami¢as complementarias ya que el
MTT revela la cantidad de células vivas, pero no exlblmantidad de residuos celulares,
por lo que psa desapercibido los posibles efectos citostaticose@s tb que podria
asumirse como muerte celular, en realidad podria tratlerssstancamiento debido a los
retrasos en el ciclo de division y adaptabilidad de ld&@larticulaNo obstante,esreconoce
gue las QDs AgS cuentan cotbaja citotoxicidadquepodria atribuirse a varios factores, a
los que contribuyen especialmente sus constituyentes elementales poco®tdxiclosq
pueden potenciarse sus propiedades y atritaltimsplementatigandos de orientaciogue
lasconviertenaltamenteselectivasn vitro para la orientacion y la obtencion de imagenes de
diferentes lineas celular®sEs por ello por lo que estamanoparticulasnanifiestanun
escenario prometedpara bioaplicaciones

En la microscopi®&amansepudoidentificar quelas particulasmediante la deteccién des

modos vibracioales molecularesse comprobarque setenia VXOIXUR GH SODWD
monocristalina esto esde alta relevancia, ya que proporciond informacion clara sobre la
estructura cristalina y las fases de los elementos eratelrial. Con las variaciones en los

HQ



sistemas propuestee pudadentificar que la plata metélica favorecia la aglomérade
particulasy el uso del surfactante es fundamental para tener nditojes estables

Enel espectro d&/V-Vis seobservda relacion entre los valores de absorbancia y el tamafi
de particula de los sistemas, asi como la ventarsaditacion especifica de las particulas de
Ag>S que se presenta entre 10s-300 nm, la cual es Unica para que sea posible la intemaccio
materialenergia. De forma complementaria el modelo de grafig®dCr proporciond
valores aproximados del band gap 6ptico correspondientes a <4 eV, en virtuzldede
infiere la existencia confinamiento cuantitm cualreflejala reducciéndimensional de las
particulasobtenidas y esto se refuerzas con faisroscopiasTEM que se obtuvieron
comprobandasique laparticulasi tiene lagaracteristicade puntosuénticos

Finalmente se puede concluir de manera general que los resultadosadactarizacion
fisicoguimicay biologiade las nanoparticulas de A&giene potencial en su posihleo como

marcador molecular, ya que los resultados arrojan que tienen imtersccioncon las

células no deforman sufisiologiay no tiene efectositotoxicos lo cual reafirma que el
sistemgoropuesto desde la sintesis como su aplicacion tiene potencial de uso.



9. Anexos
9.1. Formacion de un nivel de energia discreto

La formacién del nivel de energia discreto ocurre cuando los atomos se juntan eé@riah ma

a granel, el nimero de estados de energia aumentactlstente para formar bandas de
estados casi continuas. Y también se produce una tendencia a la dismdeuei@antidad

de atomos en el material, y los estados de energia kealegsan con naturaleza de
confinamiento. El fendbmeno crea pares eleetndeco y naturaleza de confinamiento
espacial cuando las particulas se mueven hacia la longitud de ondhderoglie de los
electrones en la banda de conduccion. Como resultado, landitelde energia entre las
bandas de energia se incrementa con la disminucion de la dimensién del tamafio de las
particulas’®

La particula se comporta como una particula libre cuando las dimensionestdectara de
confinamiento son muy grandes en comparacion cluméatud de onda de Brogli€n esta

etapa, los estados de energia son continuos, y el bandgap vuelve a su posicion original, y otro
espectro de energia no permanece continuo y se vuelve de zatulisleta cuando las
dimensiones de la estructura de confinamiento se reducendaeiaoescala. Por lo tanto,

el bandgap presenta propiedades dependientes del tamafio y acaba provocando un
desplazamiento hacia el azul de la luz emitida al disiniel tamafio de la particula. Sin
embargo, este efecto demuestra las consecuencias dectodielectrones y el par electron

hueco (o los excitones) dentro de una dimengi@se aproxima al limite cuantico critico,

a menudo denominado radio del exciton de Bbhr.

Desde este punto de vista, un punto cuantico confina en las tres dimensiones; wamtito
(nanohilo) confina en dos dimensiones; y un pozo cuantico confina sélo en una dimension.
Las estructuras correspondientes también se denominan pozos de patacigdD),
unidimensional (1D) y bidimensional (2D), respectivamente, en relacion con etcdene
dimensiones en las que la particula confinada tiene libertad de movigfiento.

» Electrones confinados en una direccion, es decir, pozos cuanticos (peliculas
delgadas): Los electrones pueden moverse facilmente en dos dimensiones (2D), por
lo que una dimensién esta cuantificada.

» Electrones confinados en dos direcciones, es decir, hilos cuanticos: Los etectrone
pueden moverse facilmente en una dimension (1D), por lo que la bidimensionalidad
esta cuantificada.

» Electrones confinados en tres direcciones, es decir, puntos cuanticos: trosiesec
pueden moverse féacilmente en la dimensibn cero (0D), por lo que la
tridimensionalidad esta cuantificada.

En conclusién, cada direccion de confinamiento cambia una componente cérdinuna
componente discreta caracterizada por un nimero cuéntico

9.2. Formacion de excitones



En el caso de los semiconductores, los electrones se despldeda banda de valencia a la
banda de conduccion cuando se emite luz que cae sobrg elfospnsecuencia el efecto de
recombinacién impone o crea la particula foténica. Etlrg/ el agijero fueron ocupados

o creados desde la banda de conduccién y la banda de valasgactivamente. Sin
embargo, la carga del agujero es equivalente a la delr@e lo que ayuda a la
implementacion de una particula denominada excitacion. En las caegatonadas y la
interaccién de intercambio de coulomb, hay una conexién atractiva entre el electron y el
agujero. Este tipo de par electddneco se expresa a veces en un término simple como
cuasiparticula que se denomina excitdén. Se trata de unpatiasila eléctricamente neutra

que se da en aislantes, semiconductores y algunos ligdidos.

En la fisica del estado soélido, el bandgap/la brecha eiwr@sta separada entre el nivel de
energia finito de la banda de conduccion y la banda de valencia. Cuando un electrén de la
banda de valencia alcanza la energia suficiente ppesias la brechanergética, debido a la
excitacion térmica o a la absorcion de un fotdn, y pasa a la banda de conducci@uge cre
hueco a la izquierda en la banda de valencia. El hueanl@rse desplaza a la banda de
conduccion; éste se forma como un electron exajteldportador de carga en el dispositivo
semiconductor se recombina con el hueco tras la liberaei@mergia. La combinacion del

par de electrones y agujeros conduce a la formacion demess®

Debido a las diferentes cargas de polaridad y a la atiérade intercambio de fuerzas de
coulomb, existe una conexion atractiva entre el electréinhyeco, y de forma sencilla, el
par electrérhueco se denomina cuasiparticula que recibe el nombpeitiene Debido a la
combinacion de electrones y agujeros, la naturaleza ndetta cuasiparticula resultante
existe en diferentes materiales como semiconductores, aislantes y alguiclosliAdemas,
este excitdn transporta la energia sin comprometar{g eléctrica neta segun la teoria de
la materia condensad.

Sin embargo, hay una diferencia importante. Los excitones tienen una separé&on fis
media entre el electron y el agujero, denominada radBotie del exciton. Esta distancia

fisica es diferente en cada material. En el caso dealoscristales semicondtores (SNC)

(QDs), el tamafio de las particulas es menor que el radio de Bohr; el elecitédoepor

una fuente de energia externa tiende a formar un enlace débil con su agujero. Este estado de
unién del electrén y el hueco del electron, que se afaera fuerza electrostatica de
coulomb, suele denominarse excitén.

Asi, el radio de Bohr es la distancia en un exciton eled¢to@co, también llamado radio de
Bohr del exciton. Cada material semiconductor tiene un radio de Bohr caractetédtic
exciton en el que se produce el efecto de confinamiento cuantico. Esta propiedate tnica
confinamiento hace que la "banda" de energias se convieniaades de energia discretos
en los QDg®

9.3 Complementarios



El sulfuro de plata preparado carece de grupos funcionales, lo que limita sciaplic
posterior. La modificacion de la funcionalizacion de la superficie dota a los QEp8ale
buenas propiedades fototérmicas o de carga de farrftacos.

El seguimiento dinamico de las células en el cuerpo sigue siendo un reto importatde pa
plena comprension de la funcién y el paradero de célsfes#icag®

La eficiencia defotoluminiscencia de los puntos cuanticos (QDs) deSAas dificil de
competir con los QDs basados en,(b. La alta movilidad de Agn el cristal de Agp,
gue provoca una gran deficiencia de cationes y defectosceistal, puede ser la principal
responsable del bajo rendimiento cuantico de fotoluminisc€RtiQY, por sus siglas en
inglés)de los QDs de A$

Aunque los QDs de A® tienen mdltiples ventajas en la obtencion de imégenes in vivo, su
baja eficiencia de fotoluminiscencia sigue siendo un gran obstaculo en su camino hacia
diversas aplicaciones. Otro reto en la sintesis es sintonizar la longitud de endaide de

forma controlable, lo cual es de importancia critica paraoltdéencion de imagenes
multicolor2*

Aunque se han aplicado varios enfoques sintéticos para preparar los QDsSje Ag
incluyendo el ajuste del tamafio de las particulas, laingenieria de los ligandagxzfiaie,

el recubrimiento de las carcasas, etc., ninguno des €3fds de AgS tenia un bajo
rendimiento cuantico de fotoluminiscencia (PLQY) que pudiera competir con los QDs
tradicionales basados en-CBb. La elevada movilidad de los iones' &g la red cristalina

de AgS, que provoca abundantes vacantes de cationes y defeetagistal, es perjudicial
para la eficacia de la fotoluminiscencia de los QDs ¢ifésl de resolver con los métodos
sintéticos habituales.

Ademas, el tamafo de las particulas de los QDs dast®mntrolarse en la sintesis cuando se
utilizan precursores altamente reactivos para faciitarucleacion y cristalizacién de los
nanocristales. Este dilema es comun en la sintesis de QDs del (Lol ejemplo, los

QDs de AgSe con emision sintonizable de 1080 a 1330 nm de los que informaron Zhu et al.
tenian un PLQY muy bajd.

A pesar de las aplicaciones biolégicas rapidamente entesgda AgS QDs, muy pocos
estudios han investigado la farmacocinética (PK, posiglas en inglés) y la distribucion
tisular (DT, por sus siglas en inglés) de este coloranteNIR.

Hasta el afio 2019, solo un estudio relevante realizado por Zhang et al. ha evaluado la PK'y
la distribucion de los QDs de A§ PEGilados y no hay ningun informe sobre las
caracteristicas in vivo de los QDs de;8gonvencionales (no PEGiladé$).

Ademas, el hueso absorbi6é una cantidad considerablex3&@@s. La mayor acumulacion

de QDs en el higado y el hueso podria atribuirse a la captaci@andmateriales por parte

de los macrofagos en el higado y la médula 6sea, asi como al endotelio discontinuo de los
capilares en estos tejiddsn realidad, el endotelio vascular no es una barrera lpara
biodistribucion de estos agentes, excepto en el cefebro.

Hay que tener en cuenta que, al entrar los portadores coto@tala circulacion sanguinea,
las proteinas plasmaticas suelen adsorberse en laisigpdd la nanoparticula, lo que



conduce a la opsonizacion y luego a la fagocitosis por parte de los MPS en el higado y la
filtracion esplénica®

Las particulas con carga positiva tienen una mayor afinidad para adsorbénaprote
plasmaticas, lo que conlleva un aumento de su tamafio hidrodinamico. Esta biendstablec
gue las macromoléculas y las nanoparticulas de mas de 6 nm no son lo suficientemen
capaces de ser filtradas a través del glomérulo de los rifiones, por lo que el higddneque
capilares endoteliales discontinuos (con un fenestrado de unos 100 nm), juega un papel
critico en su disposiciof.

Ademas de los hepatocitos, que son el tipo de célula mas abundante del higado, otro tipo de
célula del higado, las células de Kupffer, participancgzalmente en la eliminacion de las
nanoparticulas, en particular las que tienen una capfiial ne@tiva?®

Por supuesto, el papel de la mayor tendencia de lasdmastplasmaticas a la adsorcion a las
particulas positivas y el consiguiente aumento del tamafio hidrodindamico también podri
tener un papel en la mayor captacion pulmonar observada para los QDs con carg&yositiva

Cada nanoparticula tiene sus propias propiedadéssietas. Ademas, los detalles de los
procedimientos experimentales, como la raza y lacespeimal, el tiempo y la duracion del
muestreo, el tipo de indicador (atrapado o unido covalentemente) yda a&tministracion
(oral o i.v.) pueden variar en los distintos estudios, lo que puede afectar aultzzloss
obtenidos®

Para acelerar la aplicacion clinica de las QDs, sdeexjuna comprension detallada de la
respuesta del organismo a estas vesiculas y del pajmd drincipales parametros efectivos
(como el tamafio de las particulas, la carga sufadyfia forma, la dosificacion, etc.
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