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1. Introduccion

El cancer de mama es una enfermedad que dia con dia toma mas fuerza, arrebatando miles
de vidas diariamente no sélo a nivel nacional, sino también global, lo cual es una situacion
alarmante. En México ademads del problema que por si mismo ya representa la enfermedad
existen otro tipo de cuestiones que causan que el cancer sea ain mas letal. Entre ellos
podemos encontrar factores como la falta de informaciéon y concientizacién en lo que
concierne al cancer (sintomas, clasificacion, diagnostico, tratamiento, etc.), ademas de la
cuestion economica. Este tltimo aspecto representa una gran limitante por parte del paciente
para tomar la decision de iniciar (o continuar) con su tratamiento y cuidados clinicos.!

La ciencia y la tecnologia estan en constante desarrollo en este rubro, unificando fuerzas para
proporcionar herramientas y soluciones que sean capaces de mejorar la calidad de vida de la
poblacion con cancer de mama, mayoritariamente mujeres. Asimismo, dentro de esta lucha
incesante contra el cancer se pretende abaratar los costos tanto de 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 poblacion mexicana al ser un pais en
vias de desarrollo, por ende, existe un conflicto de prioridades personales que favorece la
desatencion de la patologia y posterga el diagndstico. Atendiendo a otra de las principales
preocupaciones por parte de los pacientes estd el planteamiento de procedimientos cuya
invasividad sea reducida al minimo y sus resultados sean mas eficientes. Del mismo modo,
resulta fundamental disminuir al maximo los tiempos de respuesta para obtener los resultados
clinicos de un diagnostico certero, dado que entre mas pronto sea la deteccion del cancer, se
presenta un escenario mas favorable con mayor margen de maniobra para tratarse y en
consecuencia mas posibilidades de cura.?

Las lesiones metastasicas (es decir, cuando el cancer se ha propagado) suelen ser multiples y
resistentes a las terapias convencionales, lo que dificulta el éxito de la reseccion quirurgica y
el tratamiento farmacoldgico. Por ello, existe una necesidad imperiosa de detectar con
sensibilidad la metastasis de los tumores de mama en una fase temprana y predecir el
potencial metastasico del tumor primario, lo que podria permitir intervenciones tempranas
como la inhibicién del trafico de estas células a 6rganos distales. Por lo tanto, resulta
especialmente atractivo desarrollar modalidades de imagen con suficiente informacion
molecular que evalue el riesgo de metastasis. Como candidato prometedor, la imagen optica
permite una identificacion sensible y fécil de las clasificaciones moleculares, evitando el
peligro radiactivo y el alto coste de la imagen nuclear.’

La nanotecnologia tiene multiples aportes en la comunidad cientifica y ha destacado por sus
valiosos aportes en los campos interdisciplinarios de la biologia y la medicina. El cancer de
mama no es la excepcion, dado que la nanotecnologia ha realizado aportes en la deteccion y
tratamiento de esta enfermedad, la variedad y las posibilidades son infinitas y sus propiedades
unicas. Numerosas nanoestructuras han sido implementadas para la deteccion del cancer,
entre las mas relevantes podemos encontrar los puntos cuéanticos (QDs, por sus siglas en
inglés), los cuales poseen propiedades Opticas excepcionales que le permiten posicionarse
entre los mejores instrumentos en el dmbito de la imagenologia, asimismo exponen la
capacidad de ser funcionalizados y ser especificos para los biomarcadores sobreexpresados
en el microambiente tumoral. El principio y fundamento operativo de los puntos cuanticos
es la emision de luz a través de la excitacion de electrones. Por otro lado, a pesar de que se



presume de su alcance y sus propiedades sobresalientes, también existen limitantes y estas
giran en torno a que los QDs convencionales estan hechos con materiales altamente toxicos
como el Te, Cdy el As. Razén por la cual se buscan implementar nuevos elementos que sean
capaces de ofrecer una baja citotoxicidad aunada a un alto rendimiento.*

1.1. Preambulo

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad y, actualmente es
responsable de una de cada seis muertes en el mundo.' El concer de mama (BC, por sus siglas
en inglés) es uno de los tumores malignos mas frecuentes en las mujeres, segin las
estadisticas, en el mundo hay alrededor de 1.2 millones de nuevos pacientes con cancer de
mama cada aflo, de los cuales 0.5 millones de pacientes murieron.’ Los canceres metastasicos
son la principal causa de muerte relacionada con el cancer, ya que las metastasis pueden
eludir las terapias convencionales contra el cancer, como la cirugia, la radioterapia y la
quimioterapia.®

Las disparidades en la asignacion de recursos, la infraestructura establecida, la organizacion
y el acceso a la atencion sanitaria provocaran a una mayor tasa de mortalidad por cancer en
los paises de medianos y bajos ingresos (LMIC, por sus siglas en inglés), donde la poblacion
es muy vulnerable, los diagnosticos se realizan en fases mas avanzadas de la enfermedad y
el acceso a la atencion es precario. Los LMIC tienen una incidencia de cancer de mama mas
baja (pero creciente) y una tasa de mortalidad mas alta que la de los paises de altos ingresos
(HIC, por sus siglas en inglés).! El envejecimiento, y las tendencias demograficas son los
principales motores del cambio en la incidencia y mortalidad del cancer de mama a nivel
mundial.’

En México, desde 2006, el cancer de mama es la neoplasia mas frecuente, en el cual el grupo
de las mujeres de 65 afos o mas se encuentran entre los grupos con mayor crecimiento tanto
en incidencia como en morbilidad en la Gltima década.” Ademas, es la principal causa de
muerte y discapacidad relacionada con el cancer entre las mujeres jovenes mexicanas, con
hasta 15% de los casos en mujeres de < 40 afos, y la mayoria de las mujeres con BC se
diagnostican en un estadio mas avanzado que en los paises desarrollados, ya que hasta el 50%
presenta la enfermedad en estadio III o IV, y tiene un comportamiento mas agresivo que el
de las mujeres de mas edad.?

El diagnostico temprano basado en la concienciacion de las pacientes y el acceso adecuado
a los procedimientos de diagndstico es la estrategia inicial mas eficaz para lograr el control
del cancer de mama en escenarios con recursos limitados. Los principales objetivos
prioritarios deben ser el diagndstico temprano y el tratamiento oportuno del cancer de mama.
Una vez realizado el diagnostico, el acceso a la cirugia y la radioterapia siguen siendo
objetivos importantes de cualquier estrategia para mejorar los resultados. La deteccion
temprana repercutira en los resultados siempre que se disponga de atencién de seguimiento.!

Las células tumorales circulantes (CTC) de cancer de mama en la sangre se detectan
principalmente mediante inmunocitoquimica (ICC, por sus siglas en inglés), citometria de
flujo (FCM, por sus siglas en inglés) y RT-PCR. La ICC refleja la existencia y distribucion
de biomacromoléculas, pero el procedimiento es tedioso y requiere mucho tiempo. Ademas,



la escasa fotoestabilidad de la fluoresceina puede influir en los resultados de la observacion.’
La FCMy la RT-PCR son sensibles y rapidas. Sin embargo, la morfologia y més informacion
bioldgica no puede ser adquirida por los métodos anteriores.’

Aunque se han utilizado varias tecnologias de imagen de la mama, como los ultrasonidos, la
Optica, la tomografia, la nuclear, los infrarrojos y las técnicas de imagen térmica, ninguna
estd bien establecida para captar y obtener imagenes del cancer de mama con un cien por cien
de certeza. Las nuevas nanotecnologias de obtencion de imagenes pueden desempefiar un
papel importante en la deteccion precoz del cancer de mama mediante cribado, diagnostico
y prevencion, ya que los nuevos nanomateriales ofrecen un mejor contraste para la obtencion
de imagenes bioldgicas del cancer de mama y de otros tipos de 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 tipos de cancer y el uso
de marcadores bioldgicos a nanoescala, inmunoterapia, terapia fotodinamica, células madre,
nanofarmacos anticancerigenos en el tratamiento de cancer.?

Las nanomedicinas miden 10" m, y pueden ser ttiles para tratar enfermedades como el cancer
cerebral, enfermedades del sistema nervioso y varios tipos de cancer. Estas medicinas pueden
pasar por una barrera en el cerebro que normalmente evita que otros medicamentos lleguen
alli, conocida como barrera hematoencefalica.?

Los nanotransportadores y los nanofdrmacos pueden utilizarse en la deteccion, el
diagnostico, la prevencion y el tratamiento de muchos tipos de enfermedades humanas,
incluido el cancer.?

Las propiedades oOpticas y/o magnéticas Unicas de las nanoparticulas permiten un
seguimiento celular no invasivo, preciso y en tiempo real. En particular, el prolongado tiempo
de retencion celular de estos nanomateriales proporciona una amplia ventana de observacion
y, por lo tanto, hace posible el seguimiento celular longitudinal in vivo.’

El desarrollo de un método eficiente y sensible para la deteccion de CTCs en sistemas
bioldgicos complejos es esencial en el bioanalisis.’

1.2. Marcaje celular

El marcaje celular basado en nanoparticulas ha surgido como un aspecto importante del
diagndstico y la terapéutica actuales de las enfermedades. El seguimiento y la monitorizacion
de células trasplantadas mediante nanoparticulas ha mostrado resultados prometedores in
vitro e in vivo. Gracias a sus singulares propiedades mecanicas, Opticas y eléctricas, las
nanoparticulas podrian utilizarse para el marcaje celular eficaz de células madre, inmunitarias
y cancerosas.’

Los receptores de la superficie celular proporcionan los elementos de reconocimiento
molecular para el disefio de tecnologias de orientacion del cancer. Casi todas las estrategias
actuales de focalizacion se basan en el reconocimiento especifico de los receptores proteicos
enddgenos. El reconocimiento de los receptores de la superficie celular especificos de la
enfermedad permite la administracion selectiva de agentes terapéuticos en los tejidos
enfermos y minimiza los efectos secundarios no deseados. ’



Los anticuerpos, como elementos de reconocimiento convencionales, han sido ampliamente
utilizados para el bioetiquetado.>®

Las células con mutaciones genéticas tienen la capacidad de expresar poblaciones de
receptores alteradas. Algunas células de cancer de mama expresan en exceso el receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano (HER2/neu),® lo que favorece el desarrollo de
diversos farmacos dirigidos al cancer. Lamentablemente, dicha sobreexpresion de HER2 se
limita al 15-20% de los canceres de mama, por lo que la mayoria de las pacientes con cancer
de mama no pueden beneficiarse de las terapias dirigidas a HER2.

El etiquetado optico (OL, por sus siglas en inglés) se basa en la deteccion de la fluorescencia,
este método consiste en el marcaje ex vivo de células con una etiqueta fluorescente, el
posterior injerto de las células etiquetadas y la visualizacion de su acumulacién en organulos
especificos de interés. El método OL es tan sensible como las técnicas de imagen basadas en
la radiomarcacion, pero sin ninguna exposiciéon a la irradiacion. El método de OL
proporciona un medio eficaz para el seguimiento no invasivo de las células de forma repetida,
generando asi una visién de la migracion de las células al lugar de destino. ’

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

Los agentes de contraste (CAs, por sus siglas en inglés) son productos quimicos que
aumentan el contraste y se utilizan para mejorar la deteccion de enfermedades aumentando
la sensibilidad del diagndstico.?

Los QDs coloidales luminiscentes son nanoparticulas semiconductoras inorgéanicas
fluorescentes con caracteristicas Opticas unicas. Son portadores de carga (electrones y
huecos) confinados en las tres dimensiones. Poseen una buena estabilidad fisica y
fotoestabilidad y se han utilizado para facilitar el seguimiento Optico de las células
implantadas. Como cada célula contiene muchas nanoparticulas que pasaran a las células
hijas, es posible el seguimiento a largo plazo del destino de las células. ’

El brillo superior y la falta de fotoblanqueo de los puntos cuanticos promueven su uso como
etiquetas para la microscopia de luz en las ciencias de la vida.'

Los QDs son candidatos ideales para la microscopia multifotonica en animales vivos, ya que
el producto de la seccidn transversal de absorcion no lineal de dos fotones y el rendimiento
cuantico de fluorescencia proporcionan una medida directa de la luminosidad para la
obtencion de iméagenes. Los estudios de modelizacion también han revelado que existen dos
ventanas espectrales, 700-900 nm y 1200-1600 nm, para la obtencion de imagenes Opticas
optimas basadas en QDs in vivo. Se hace hincapié en la seleccion del tamafio adecuado y del
recubrimiento biocompatible como factores principales.’

Los QDs se prefieren a los fluoréforos organicos para el marcaje celular multicolor debido a
sus altos rendimientos cuanticos, altos coeficientes de excitacion molar, fuerte resistencia al
fotoblanqueo y a la degradacion quimica, amplios espectros de excitacion, largos tiempos de
vida de fluorescencia, estrechos espectros de emisiéon y gran desplazamiento de stokes.
Debido a su monodispersidad al 100%, los QDs proporcionan datos mas precisos para los



estudios cuantitativos y de localizacion a escala nanométrica en comparacion con las
nanoparticulas de oro.'”

En general, existen dos enfoques para el marcaje y el seguimiento celular: el marcaje celular
directo y el indirecto. El etiquetado celular directo se refiere a la estrategia de cargar las
células con sondas antes del injerto en el huésped. El etiquetado indirecto mediante la
transfeccion de un gen reportero permite visualizar el trafico, 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 activa (dirigida) en
las células de interés.’

1.2.1. Estudio inmunohistoquimico

La inmunohistoquimica (IHC, por sus siglas en inglés) es un método de prueba auxiliar
ampliamente utilizado en la patologia quirirgica anatémica para la clasificacion y el
diagnostico de las células y utiliza anticuerpos dirigidos contra determinados antigenos en
tejidos y células especificos para facilitar la determinacion del tipo de célula y el érgano de
origen. El método se realiza con mayor frecuencia en tejidos fijados en formol e incluidos en
parafina (FFPE, por sus siglas en inglés). El uso de la IHC se ha ampliado para evaluar
biomarcadores predictivos y prondsticos en muchas neoplasias malignas, como las de mama,
tracto gastrointestinal, pulmén, hematolinfoide y sistema nervioso central.'!

Este método se aplica sobre todo junto con la evaluacion morfoldgica como herramienta de
diagnéstico y, en el contexto del diagndstico del cancer, sirve como plataforma solida y
rentable para la deteccion integral de biomarcadores. El pronostico y la deteccion de la
enfermedad minima residual también pueden llevarse a cabo mediante la
inmunohistoquimica.*

El principio basico de esta técnica consiste en la produccion localizada, catalizada por
enzimas, de una sefial cromogénica visible in situ mediante microscopia optica de rutina.*?

Los pasos secuenciales de la IHC pueden resumirse en: 1) recuperacion de antigenos (RA),
implica el tratamiento previo del tejido para recuperar los antigenos enmascarados por la
fijacion y hacerlos mas accesibles a la unién del anticuerpo; 2) adicion del anticuerpo
primario; 3) aplicacion de un anticuerpo secundario que se une al anticuerpo primario y 4)
adicion de un reactivo de deteccion para localizar el anticuerpo primario.'!

El anticuerpo primario puede ser monoclonal o policlonal, por lo general de la clase IgG,
producido mediante la inmunizaciéon de un huésped mamifero como el raton, el conejo, la
cabra o el caballo.’? En general, los anticuerpos monoclonales, que se dirigen a un solo
epitopo, tienden a ser mas especificos, mientras que los policlonales, que pueden unirse a
muchos epitopos diferentes, tienden a ser mas sensibles.!!

Para visualizar la interaccion antigeno-anticuerpo bajo microscopia de luz, hay que marcar
el anticuerpo primario o el secundario, que se dirige contra la inmunoglobulina de la especie
en la que se produjo el anticuerpo primario. En el método directo, el anticuerpo primario se
marca y se aplica al tejido en un proceso rapido de un solo paso; sin embargo, este método



no se utiliza cominmente debido a la falta de amplificacion de la sefial y, por lo tanto, el
requisito de una mayor concentracion de anticuerpo, asi como la necesidad de marcar cada
anticuerpo primario. En el método indirecto, el anticuerpo secundario estd marcado, lo que
permite la amplificacion de la sefial y su uso con muchos anticuerpos primarios diferentes.!!

La inmunohistoquimica convencional (IHC) se utiliza habitualmente como técnica de
diagnéstico en el campo de la patologia tisular, pero adolece de ciertas limitaciones. La mas
critica es que esta técnica s6lo permite el marcaje de un inico marcador por seccion tisular.
Esto hace que se pierdan oportunidades de obtener importante informaciéon prondstica y
diagnostica de las muestras de los pacientes.

Existe la probabilidad de que aparezca la tincion de fondo, que puede deberse a la union
inespecifica de los anticuerpos, mas comun en los anticuerpos policlonales, y a la actividad
de la peroxidasa enddgena, mas problematica en los tejidos con abundantes elementos
hematopoyéticos, como la médula 6sea.'!

Los falsos positivos y negativos pueden deberse al propio método inmunohistoquimico, pero
también a un sinfin de otros factores, como la preparacion y la fijacion.!! Una serie de factores
preanaliticos, analiticos y postanaliticos pueden influir en la calidad de las tinciones
inmunohistoquimicas.*?

Aunque la THC sigue siendo un método de diagndstico y pronostico muy practico y rentable,
este método de marcador tinico no puede recopilar toda la informacién del complejo
microambiente inmunitario. Otro inconveniente de la evaluacion de biomarcadores basada
en la IHC es la alta variabilidad interobservador.'?

1.2.2 Ensayos inmunohistoquimicos para cancer de mama

La inmunohistoquimica tiene numerosas aplicaciones importantes en el diagndstico de la
patologia mamaria, desde ayudar a diferenciar entre hiperplasias epiteliales benignas y
proliferaciones neoplésicas hasta servir como biomarcadores predictivos y pronosticos que
ayudan a guiar el tratamiento de las pacientes.'*

La lista de inmunohistoquimicas que pueden apoyar el origen mamario de un carcinoma sigue
creciendo, pero también lo hace la lista de advertencias en su interpretacion. Ninguna
inmunotincion es totalmente especifica para el carcinoma de mama, y el estado del receptor
de estrogeno (RE) del carcinoma influye en la sensibilidad de la inmunotincion. '

Un biomarcador del cancer es un indicador medible; por ejemplo, el nivel o la actividad de
una entidad molecular concreta, segregada por las propias células cancerosas o por el
organismo en respuesta al cancer. Tiene una firma molecular Unica con caracteristicas
identificables, que puede medirse objetivamente y evaluarse como indicador de un proceso
patogénico o de la respuesta farmacoldgica a una terapia concreta. '

Algunos de los principales retos de la deteccion precoz del cancer basada en biomarcadores
son las bajas concentraciones de ciertos biomarcadores, que a menudo no reflejan el cancer
de forma eficaz, y que ninguno de los biomarcadores actualmente disponibles alcanza el
100% de sensibilidad y especificidad. Los esfuerzos se centran cada vez mas, no solo en el
descubrimiento de nuevos biomarcadores fiables, cuantitativos o validados para la deteccion



temprana del cancer, sino también en la mejora de la sensibilidad de los ensayos y en la
construccion de un sistema de amplificacion de biomarcadores para facilitar la deteccion
mediante las nuevas tecnologias de nanosensores.'?

Han surgido nuevos marcadores inmunohistoquimicos como sustitutos de cambios
moleculares especificos en varios carcinomas de mama de tipo especial, como el carcinoma
adenoide quistico, el carcinoma secretor y el carcinoma de células altas con polaridad
invertida (TCCRP, por sus siglas en inglés) (TABLA 1).!*

Carcinoma de mama de Alteracion 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  Pan-TRK
da lugar a la fusion génica
ETV6-NTRK3

Carcinoma de células altas  Mutacion del punto IDH2

con polaridad invertida caliente /IDH2 p.ARG172

(TCCRP)

Tabla 1 Inmunohistoquimica de los impulsores moleculares de los carcinomas de mama de tipo especial.

El uso de inmunotinciones ayuda a la correcta clasificacion de estos carcinomas de mama, a
menudo con un coste menor y un tiempo de respuesta mas rapido que el de las pruebas
moleculares correspondientes.'*

La expresion del receptor de estrogeno y el receptor de progesterona se analiza de forma
rutinaria en los cénceres de mama como marcadores de prondstico y prediccion. Estos
receptores se expresan en aproximadamente el 75-80% y el 65% de todos los tumores de
mama, respectivamente. '®

La precision de las pruebas de biomarcadores del cancer de mama es de vital importancia
para el cuidado de las pacientes. Sin embargo, el 20% de los resultados de las pruebas de RE,
RP y HER2 en todo el mundo son inexactos.'®

Mediante un analisis de agrupacion no supervisado, se identificaron cinco subtipos
intrinsecos de cancer de mama: subtipos luminal A, luminal B, similar a la mama normal,
enriquecido con HER2 y similar a la mama basal. Entre ellos, los canceres de mama de tipo
luminal son en su mayoria ER/PR positivos.'®

La tecnologia de inmunohistoquimica convencional tiene pocos requisitos en cuanto a las
condiciones experimentales y el equipo, tiene las ventajas de un funcionamiento sencillo, un
posicionamiento obvio de los resultados y una deteccion semicuantitativa, y puede relacionar
estrechamente la morfologia del tejido/la célula con su funciéon 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 interpretacion de los resultados experimentales.
Especialmente en el caso de los tejidos ricos en mitocondrias en el citoplasma, como los
tejidos de la tiroides, el higado y el rifidn, la biotina endogena situada en el citoplasma se



activa tras la aplicacién de antigenos reparadores del calor, y es facil que se tifia con
anticuerpos posteriores, lo que provoca falsos positivos y afecta al resultado de la tincion. Es
facil que se produzcan juicios erréneos.'’

Debido a que diferentes tejidos, diferentes anticuerpos (incluyendo anticuerpos primarios y
secundarios), diferentes tasas de flujo de aire, diferentes temperaturas de la sala e incluso la
calidad del agua pueden afectar a la tincion, el tiempo de desarrollo del color no se puede
predecir.!’

El marcaje por inmunofluorescencia es una técnica muy conocida y ampliamente utilizada
en los campos biomédicos, como la deteccion de proteinas y antigenos en secciones de tejido.
Sin embargo, las etiquetas fluorescentes organicas disponibles actualmente, como la
fluoresceina, los colorantes de cianina y los colorantes Alexa Fluor, son relativamente
inestables y estan sujetas a un fotoblanqueo relativamente rapido e irreversible bajo una
iluminacién de alta intensidad.”

Un excelente agente de contraste debe poseer las propiedades fotofisicas de bajo rendimiento
cuantico, alto coeficiente de extincidon molar, pico de absorcion en la ventana del infrarrojo
cercano (NIR, por sus siglas en inglés) y 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 agentes de
contraste para la obtencion de imdagenes, entre los que se incluyen nanocristales de oro,
nanotubos de carbono, agentes basados en grafeno, andlogos del grafeno en 2D,
nanoparticulas organicas, y nanoparticulas poliméricas semiconductoras (SPN), entre otros.'®

Los agentes de contraste comiinmente utilizados para la obtencion de imagenes incluyen
cromoforos endogenos, como la melanina, desoxihemoglobina, lipidos, oxihemoglobina o
colageno, asi como agentes de contraste exdgenos. Dichos agentes son necesarios para
diagnosticar y tratar enfermedades como el carcinoma de mama o el glioma, ya que estas
enfermedades no generan agentes de contraste endogenos y, por lo tanto, son dificiles de
detectar.'®

Debido a sus propiedades quimicas y fisicas Unicas, las nanoparticulas (NPs) se han
desarrollado para nuevas y mejores aplicaciones de biosensores durante las ultimas tres
décadas. Mas recientemente, ha surgido la deteccion de biomarcadores de cancer mediante
ensayos, conjuntos o sensores basados en NPs.!?

La ventaja de las NPs radica en su capacidad para proporcionar métodos de deteccion de
biomarcadores altamente sensibles, selectivos y rapidos, lo que permite su uso en ensayos
para detectar trazas de un biomarcador en varios tipos de fluidos biologicos, desde las
lagrimas hasta la orina. La técnica de deteccion utilizada depende de las propiedades
fisicoquimicas de la NP empleada y, por tanto, en el desarrollo de ensayos basados en la
nanotecnologia es el reconocimiento y/o la diferenciacion en el punto de atencion de
concentraciones ultrabajas de biomarcadores.

Para que el ensayo tenga éxito, las NPs deben estar disefiadas para incorporar ligandos
especificos del tumor en su superficie (mediante conjugacion covalente o no covalente) con
alta afinidad de unién a los biomarcadores del cancer. Al interactuar con trazas de un
biomarcador en un fluido fisiologico, 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 propiedades
caracteristicas de la NP conjugada, permitiendo asi la deteccion del biomarcador. Ademas de
la deteccion directa a través de ligandos funcionales, la propia NP puede potenciar la
secrecion de biomarcadores por parte de las células cancerosas para amplificar la sefial y
facilitar la deteccion temprana.'®

El desarrollo de agentes de contraste NP que pueden utilizarse como biomarcadores de
imagen y sus aplicaciones in vivo han proporcionado un nuevo enfoque para aplicar las
nanotecnologias en la deteccion de biomarcadores. Las propiedades fisicas tinicas de las
nanoparticulas permiten utilizarlas como agentes de contraste en los biomarcadores de
imagen (IBs) para estadificar la progresion de la enfermedad y controlar la eficacia del
tratamiento en los pacientes.'®

La manipulacion de la arquitectura de los nanomateriales puede proporcionar varias ventajas,
como una gran superficie, una funcionalizacion versatil de la superficie, capacidad para
multiples mecanismos de deteccion y la posibilidad de integracion de dispositivos. '

Dentro de los agentes de contraste podemos encontrar diversas clasificaciones, sin embargo,
de forma general pueden agruparse en: Inorganicos y organicos. Por parte de los agentes de
contraste de tipo inorganico encontramos a los nanomateriales metalicos los cuales poseen
una excelente absorcion de la luz y una excepcional capacidad de conversion fototérmica
debido al efecto de resonancia plasmonica superficial localizada (LSPR). Entre ellos,
nanocristales de oro y sus ensamblajes, al igual que calcogenuros de metales de
transicidn/nanomateriales basados en el MXeno. Del mismo modo, en la categoria de los AC
inorganicos se encuentran los nanomateriales basados en el carbono, principalmente los
nanotubos de carbono (CNT, por sus siglas en inglés) y los nanomateriales basados en el
grafeno.'®

Ademas de los nanomateriales mencionados, también se ha informado de otros agentes de
contraste para la obtencion de imdgenes basados en nanomateriales, como las nanohojas de
telurio, las nanohojas de boro, las nanohojas de fosforo negro, puntos cuanticos de fosforo
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 nanohibridos.'®

Los agentes de contraste moleculares organicos, como la porfirina, la melanina, los
colorantes basados en la cianina y la perileno-diimida (PDI), se han aplicado ampliamente
en la obtencion de imagenes debido a su excelente biodegradabilidad y biocompatibilidad.'®

También aparecen las nanoparticulas poliméricas semiconductoras (SPNs) formadas en su
totalidad por componentes organicos, incluidos polimeros semiconductores (SP) y
oligomeros. Los SPNs tienen magnificas propiedades opticas, como un gran coeficiente de
absorcion, una absorcion Optica ajustable, un tamafio controlable y una alta fotoestabilidad,
por lo que pueden actuar como agentes de contraste para la obtencion de imagenes
biomédicas.'®

Los QDs son un nuevo tipo de particulas de tamano nanométrico hechas de semiconductores
inorganicos. Tienen caracteristicas Opticas novedosas, y pueden producir fluorescencia de
emision con diferentes longitudes de onda segin su tamafio y composicion. Los QDs tienen
grandes coeficientes de extincion molar, lo que significa que son muy eficaces a la hora de



absorber la luz de una longitud de onda especifica. Ademas, no solo tienen un nivel de
extincion molar de 10 a 50 veces mayor que el de los tintes orgénicos, sino que también
tienen tiempos de vida en estado excitado mas largos que los tintes organicos, optimizando
asi la separacion de la fluorescencia de los puntos cuanticos de la fluorescencia de fondo.
Aunque los QDs son relativamente grandes (20-40 nm, unos 150 kd), se han utilizado para
la obtencion de bioimagenes IHC, marcadores moleculares y celulares y marcadores in
vivo.!

Los QDs son un nuevo tipo de sonda fluorescente. En comparacion con los fluordéforos
convencionales, tiene las ventajas de la estabilidad de la luz, la sefial extendida, la fuerte
fluorescencia y la mejora de las interacciones inmunes débiles.!”

Los QDs pueden utilizarse para la deteccion inmunohistoquimica en tejidos FFPE, y el doble
etiquetado de inmunofluorescencia con QDs también puede realizarse en secciones de tejido
FFPE para detectar simultdneamente la expresion de ambos antigenos. Se descubri6 que la
QDs-IHC tenia mejor consistencia que la inmunohistoquimica tradicional. Asimismo, debido
a las ventajas de la alta intensidad de la fluorescencia de los puntos cuanticos y la pequeiia
interferencia de fondo, la tecnologia QDs-IHC puede resolver mejor el problema de la
coloracion de fondo de la IHC tradicional, y su tasa de etiquetado positivo es incluso mayor
que la de la inmunohistoquimica.'”

1.3. Puntos cuanticos como agentes de contraste

Los QDs, generalmente compuestos por elementos de los grupos II-VI (por ejemplo, CdSc,
CdTe, CdS y ZnSe) o II-V (por ejemplo, InP, InAs, GaAs y GaN), son nanocristales
semiconductores emisores de luz con tamafios de 2 a 10 nm, que ofrecen el efecto de
cuantificaciéon debido al conflicto del movimiento de los electrones en dichos nano
tamafios.!” Cuando el tamafio de los puntos cudnticos se reduce, la frecuencia que crean se
vuelve mas restringida, es decir, la tonalidad de los puntos cuanticos estd limitada por su
tamafio. Tienen una frecuencia de descarga precisa, por lo que sus espectros no revelan una
variedad de radiaciones de fluorescencia.?’

Se han desarrollado algunos QDs poco tdxicos o incluso no toxicos, como los C-QDs, los
QDs de grafeno, los QDs de silicio y los QDs de plata, que pueden evitar los metales pesados
y tener propiedades Opticas superiores a los QDs semiconductores tradicionales que
contienen metales pesados.?!

Los QDs son portadores de carga (electrones y huecos) confinados en las tres dimensiones,’
actian como semiconductores y son utiles para representar células y seres vivos de forma
fluorescente. Dependiendo de su composicion y tamafio, pueden ser una buena fuente de luz
que abarca desde el UV hasta el IR. En el ntcleo de cristal de un QDs hay alrededor de 100-
100,000 atomos. Por otra parte, la sustancia empleada para fabricar los puntos cuanticos es
la responsable de las dimensiones del QDs.*

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 biomoléculas de la superficie y el
interior de las células, lo que podria revolucionar el diagndstico y el tratamiento de las
enfermedades.*



El proposito de las pruebas de fluorescencia basadas en QDs es evitar los diversos
inconvenientes de los fluor6foros de color natural, y tienen preferencias especificas como:
Fotoestabilidad, relacion sefial/ruido, emision restringida, tiempos de vida de la fluorescencia
prolongados, una tnica fuente de excitacion es posible y sensibilidad eficaz. Los puntos
cudnticos constituyen una herramienta fantastica para la obtencion de iméagenes vasculares
de los tumores y de imagenes atomicas multimodales de la angiogénesis.*

Los principales usos de los QDs en la terapia del cancer incluyen la deteccion y el diagndstico
tempranos de los tumores, la bioimagen, la administracion dirigida de farmacos genéticos, la
fototerapia y la administracion de farmacos. Los QDs son también la mejor opcidn para la
administracién de farmacos debido a su gran biocompatibilidad, baja citotoxicidad y gran
capacidad de captacion celular.?”

Los QDs pueden desempefiar un papel crucial en el diagnéstico de tumores. La deteccion de
los trastornos de fase I se asocia a una tasa de resistencia a los 5 afos superior al 90% en la
gran mayoria de los casos debido a la terapia correctiva. Las tecnologias de nomenclatura
fluorescente o de imagen fluorescente son herramientas importantes en el arsenal de
resolucion clinica. Debido a su estabilidad fotoquimica y a su fuerte produccion de
fluorescencia, los puntos cuanticos se utilizan sobre todo para mejorar la obtencion de
imagenes de fluorescencia (FIGURA 1).%°
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Figura 1. Diversas aplicaciones de los puntos cuanticos en bioimagen y diagndstico

Una amplia variedad de temas de investigacion se beneficia de las ventajas unicas de los
QDs, que van desde la caracterizacion de los patrones de distribucion de las proteinas de
membrana y los estudios de una sola molécula para la determinacion de la estequiometria de
las proteinas, hasta la deteccion de proteinas expresadas a bajos niveles de expresion y la
cuantificacion de los niveles o ratios de expresion modificados.!'”

Las sondas multifuncionales basadas en QDs conducen al desarrollo de la administracion de
farmacos anticancerigenos y de siRNA, a la obtencion de iméagenes por resonancia magnética
(MRI), al diagnoéstico molecular del cancer multiplexado y a la obtencion de imagenes in
vivo. Asimismo, los QDs pueden utilizarse para monitorizar los cambios dindmicos de un



microambiente tumoral, lo que contribuye a la investigacion del mecanismo de invasion del
cancer y permite una mejor guia para la terapia clinica personalizada.*

En comparacion con los tintes organicos convencionales, los QDs poseen varias ventajas
distintivas, como una alta fotoestabilidad contra el fotoblanqueo, un largo tiempo de vida de
la fluorescencia, una amplia gama de longitudes de onda de excitacion y anchos de banda de
emision mas estrechos que permiten el andlisis simultdneo de multiples objetivos celulares
utilizando una excitaciéon de una sola longitud de onda,' lo que promueve su uso como
etiquetas para la microscopia de luz en las ciencias de la vida.'

Los QDs se prefieren a los fluoréforos organicos para el marcaje celular multicolor debido a
sus altos rendimientos cuanticos, altos coeficientes de excitacion molar, fuerte resistencia al
fotoblanqueo y a la degradacion quimica, amplios espectros de excitacion, largos tiempos de
vida de fluorescencia, estrechos espectros de emision y gran desplazamiento de stokes.’

Debido a su monodispersidad al 100%, los QDs proporcionan datos mas precisos para los
estudios cuantitativos y de localizacion a escala nanométrica cotejandolos con las
nanoparticulas de oro aplicadas tradicionalmente con su fraccion desconocida de particulas
preagrupadas.'”

Los QDs tienen un mayor potencial de degradacion que los ensayos de imagen Optica
convencionales, lo que les permite hacer un seguimiento de las mediciones de las células
durante mas tiempo y dar informacion fresca sobre las colaboraciones subatomicas. Dado
que los QDs son nanoclusters, proporcionan un excelente contraste al obtener imagenes con
una lente de aumento de electrones cuando la dispersion mejora. Los QDs demuestran una
descarga sintonizable por tamafio (desde el UV hasta el IR). En comparacion con los tonos
tradicionales, la fluorescencia dura mucho tiempo.*°

En comparacion con las laboriosas metodologias enzimaticas, el uso de QDs elimina la
necesidad de anadir sustrato, lo que puede contribuir a la reducciéon del tiempo de analisis
aplicando un proceso sencillo. La sefial electroquimica obtenida puede entonces relacionarse
cuantitativamente con la concentracion del analito. Ademas, al trabajar con etiquetas
electroactivas se superan los aspectos de inestabilidad térmica inherentes a la naturaleza de
las enzimas, que son las principales dificultades para su uso como etiquetas.**

Las imagenes opticas son un método importante para detectar y obtener imagenes del sistema
linfatico. En comparacién con la luz visible, la fluorescencia NIR tiene ventajas en la
obtencion de iméagenes del sistema linfatico debido a su alta penetracion 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 piel y los tejidos
subcutdneos para realizar imagenes linfaticas en animales grandes. Al mismo tiempo, los
QDs tienen una seccion transversal de dos fotones més grande que los tintes fluorescentes
convencionales, lo que puede evitar la interferencia de la autofluorescencia del tejido y puede
ayudar a conseguir imagenes de tejidos profundos.?!

Una ventaja potencial de las imagenes basadas en QDs es que pueden evaluar y distinguir
simultdneamente los drenajes linfaticos de multiples areas de drenaje separadas, lo cual es
dificil para las técnicas tradicionales de linfangiografia, como los rayos X, la resonancia
magnética o los radionuclidos.?!



Para la aplicacion del espectro, la sensibilidad de las imagenes moleculares basadas en QDs
puede ser de dos a tres 6rdenes mayor que la de los tintes fluorescentes habituales. Ademas,
la fluorescencia en el infrarrojo cercano de los NIR-QDs puede detectarse en tejidos
profundos, lo que los hace adecuados para la obtencion de imagenes in vivo con una elevada
relacion sefial/fondo.*

A diferencia de la inmunohistoquimica tradicional (IHC), la QD-IHC es mas exacta y precisa
a niveles bajos de expresion de proteinas y puede lograr una deteccion cuantitativa que
proporcionard mucha mas informacién para el tratamiento personalizado.*

La nanoplataforma dirigida basada en QDs ofrece varias ventajas, como lo son: 1) las
etiquetas de imagen o las combinaciones de etiquetas para diferentes modalidades de imagen
pueden unirse a una tnica nanoparticula; 2) los ligandos de focalizacion en la nanoparticula
pueden proporcionar una mayor afinidad y especificidad de union; 3) la capacidad de integrar
un biomarcador especifico para evitar las barreras bioldgicas puede permitir una mayor
eficacia de focalizacion; 4) la entrega efectiva y controlada de agentes terapéuticos en los
pacientes, que pueden ser monitoreados de forma no invasiva en tiempo real.*

Los agentes de imagen basados en QDs pueden satisfacer imagenes tumorales in vivo de alta
calidad y menos impactos biologicos mediante la "permeabilidad y retencion mejoradas"
(EPR, por sus siglas en inglés) o la imagen molecular dirigida. El principio de las imagenes
tumorales basadas en la EPR es la permeabilidad de los vasos sanguineos del tumor.*

Varios estudios utilizaron QDs para desarrollar imagenes fluorescentes in vitro de células
humanas malignas de melanoma, ovario, mama, pancreas, glioblastoma, epidermoide de
ovario, pulmén, hepatocelular y adenocarcinoma.?’

Una de las formas mas significativas de enfocar y obtener imagenes in vivo es examinar la
biodistribucion y la farmacologia de los QDs. El tipo y la composicion de las superficies
naturales o bioorganicas de los puntos cuanticos determinan su biocompatibilidad. Los
biomarcadores tumorales son cruciales para detectar y diagnosticar el cancer en una fase
temprana. Si se puede encontrar una serie de marcadores tumorales y diferenciar
adecuadamente entre células cancerigenas y no cancerigenas, las pruebas de biomarcadores
resultan utiles para la deteccion y el analisis del cancer.?® Las etiquetas pueden mejorar en
gran medida la transduccion de la sefial y simplificar la estrategia de deteccion. Los QDs se
revelaron como candidatos prometedores como tales etiquetas, ya que pueden conjugarse con
anticuerpos y otras pro‘[einas.22

Existen tres biomarcadores obligatorios para todas las pacientes diagnosticadas de cancer de
mama invasivo: el receptor de estrogenos (RE), el receptor de progesterona (RP) y el receptor
2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER?2). Este ultimo se ha establecido como
un importante biomarcador de diagnéstico y se recomienda su analisis ya que esta proteina
se sobreexpresa en el 15-20% de los canceres de mama primarios invasivos y se relaciona
con los fenotipos mas agresivos. E1 HER2 puede medirse en el plasma sanguineo.?” El
etiquetado especifico y la cuantificacion precisa de esos biomarcadores de pronostico son el
procedimiento clave para evaluar el pronostico del BC.?!

En el diagnodstico de enfermedades malignas, las nanoparticulas fluorescentes pueden
utilizarse para crear diversos perfiles de biomarcadores tumorales.*’



Para aplicaciones tumorales, los QDs se encapsulan con diversos tipos de polimeros
anfifilicos para hacerlos méas biocompatibles y solubles en agua. Estos polimeros anfifilicos
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 anticuerpos.?! Cuando se conjugan con agentes bimoleculares
como anticuerpos, péptidos u otras moléculas pequefias, las sondas basadas en QDs pueden
utilizarse para dirigirse a moléculas cancerigenas con gran especificidad y sensibilidad.*

Los QDs, pueden ser buenos nanotransportadores de entrega a los tumores in vivo para la
obtencion de imagenes multiparamétricas dadas sus areas superficiales relativamente grandes
que pueden ser conjugadas con mdas de un ligando de orientacion. Ademas, los QDs son
sondas de microscopia Optica y electronica de doble modalidad, lo que permite el
seguimiento en tiempo real y la localizacion ultraestructural durante la transfeccion.* Los
cambios en la superficie también pueden ayudar a disminuir la union desenfocada, reducir la
acumulacion y la agregacion, y facilitar la obtencion de una imagen objetiva clara y la
entrega.?’

Para los estudios de tejidos, la imagen basada en QDs se ha utilizado para estudiar las
interacciones de los biomarcadores (FIGURA 2B) y evaluar los biomarcadores de prondstico
(FIGURA 2C). Para estudios in vivo, las iméagenes basadas en QDs se han aplicado para
mapear el sistema linfatico axilar (ALS) (FIGURA 2D), mostrar el tumor de xenoinjerto de
BC (FIGURA 2E) y detectar metéstasis de BC (FIGURA 2F).?!
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Figura 2. Propiedades Opticas y posibles aplicaciones de los QDs en la investigacion de los CB. Los QDs mas utilizados
tienen una estructura en forma de concha encapsulada con polimeros anfifilicos que contienen grupos quimicamente
activos. En comparacion con los tintes organicos tradicionales, los QDs presentan excelentes propiedades dpticas (A).
Una vez acoplados a moléculas activas, los QDs pueden adaptarse para la obtencion de imagenes de tejidos, como el
estudio de las interacciones entre biomarcadores (B) y la evaluacién de biomarcadores de prondstico (C), y para la
obtencion de imagenes in vivo, como la cartografia de la ELA (D), la visualizacién de xenoinjertos de CB (E) y la
deteccion de metéstasis de CB (F) en investigaciones sobre CB

Un progreso alentador en este campo es el desarrollo de la imagen multiplexada basada en
QDs que muestra un gran potencial para la imagen multiplexada in situ para revelar
simultaneamente las interacciones de diferentes moléculas. Las imagenes multiplexadas
basadas en QDs también se han empleado para revelar de forma simultanea las interacciones
dindmicas entre los biomarcadores del microambiente tumoral (colageno IV, angiogénesis



tumoral y macréfagos infiltrados) y las células cancerosas (metaloproteinasa de matriz 9),
incorporando las dimensiones temporal y espacial.?!

Gracias a las imagenes basadas en QDs, se puede estudiar bien la coexpresion y la
coevolucion de multiples biomarcadores en las células cancerosas y el microambiente. Al
mismo tiempo, los valores prondsticos de esos biomarcadores también pueden evaluarse con
mayor precision, lo que impulsard eficazmente el progreso de la patologia molecular y
promovera la transicion a la oncologia preventiva y predictiva.”!

1.4. Estado del arte

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

Los cambios moleculares en los tejidos son extremadamente complejos y resulta dificil
estudiar la progresion de la enfermedad. Esto representa un importante reto que ain persiste
en el campo biomédico, especialmente en el cancer. Ademas, la heterogeneidad de los
tumores supone un reto importante para el desarrollo de terapias dirigidas. En este sentido,
el uso de QDs ha demostrado ser muy prometedor para permitir el marcaje celular ex vivo no
invasivo y la obtencion de imégenes de diagnostico en muestras tumorales, asi como la
investigacion ex vivo de los marcadores moleculares y los principales procesos dinamicos del
cancer: migracion, invasion y metastasis.?

Para ser mas aplicables en la obtencion de imagenes biomédicas en tiempo real, el
diagnostico y las aplicaciones quirargicas guiadas por imagenes, las sondas de obtencion de
imagenes deben ser capaces de obtener iméagenes de tejidos profundos. La luz en el rango
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 cercano con nanoparticulas
que emiten alrededor de 650-900 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 débil en este rango,
lo que hace posible la obtencion de imagenes de tejidos profundos. Ademads, los QDs son
excelentes sondas para la obtencion de imagenes in vivo en tiempo real, ya que son 100-1000
veces mas intensas que los fluoréforos organicos convencionales y son capaces de obtener
imagenes multifotonicas con excitacion por una sola longitud de onda.?

Otra de las principales aplicaciones de los puntos cuanticos es la obtencion de imagenes
tumorales dirigidas, ya que el pequefio tamafio de los QDs facilita la acumulacion en la
vasculatura permeable alrededor de las zonas tumorales debido al efecto EPR. Al ser s6lo
una acumulaciéon pasiva, las aplicaciones se ven limitadas por la escasa especificidad
tumoral. En este sentido, el uso de las estrategias de bioconjugacion con elementos de
focalizacion especificos para el cancer ha mejorado significativamente la eficacia de la
focalizacién.?



Los QDs representan un candidato interesante para habilitar plataformas terandsticas para
tumores, y el desarrollo de nanotransportadores co-cargados con agentes
quimioterapéuticos.*?

Los QD también se han utilizado para facilitar la terapia génica mediante la administracion
intracelular y la obtencion de iméagenes del tratamiento con RNA de interferencia pequefio
(siRNA). Los siRNA son cadenas cortas de RNA de doble cadena que tienen la capacidad de
silenciar especificamente los genes a través de una via endogena conocida como RNA de
interferencia (RNA1i). El RNAi se define como el proceso de corte del RNA mensajero por
un siRNA de secuencia especifica, y puede aplicarse como terapia para las enfermedades que
resultan de una expresion génica aberrante.”?

Los puntos cuanticos de sulfuro de plata (Ag>S QDs) son fluoréforos bien conocidos en el
infrarrojo cercano,* han surgido como un nanomaterial Gnico que muestra ventajas sin
precedentes y prestaciones superiores en biomedicina debido a sus caracteristicas
estructurales y fisicoquimicas unicas. En consecuencia, los QDs se han utilizado cada vez
mas para el etiquetado, la obtencion de imagenes, el sondeo, la computacion molecular, los
biosensores, y la deteccion desde que se utilizaron por primera vez como etiquetas
biologicas.?

Es bien sabido que la luz de las longitudes de onda visibles a NIR (650-1350 nm) no es
invasiva para la deteccion y obtencion de imagenes de tejidos anormales. La ventana optica
NIR consiste en la primera region del infrarrojo cercano (NIR-I; 650 < A < 1000 nm) y la
segunda region del infrarrojo cercano (NIR-II; 1000 <A < 1700 nm). La NIR-II puede ser
mas propicia para la obtencion de imagenes que la NIR-I debido a la menor fluorescencia y
a la menor dispersion de la luz.?

Los AgsS QDs, han despertado un gran interés en la obtencion de imagenes de fluorescencia
in vivo debido a su buena biocompatibilidad y a su potencial para emitir en la segunda ventana
del infrarrojo cercano (NIR-II, 1000-1700 nm), donde la autofluorescencia corporal y la
dispersion de fotones se ven minimizadas, lo que permite mejorar enormemente la resolucion
de las imagenes (a escala micrométrica) y la profundidad de penetracion de la luz (hasta
varios milimetros).?*

Los QDs NIR-II incluyen principalmente Ag,S, Ag2Se, AgrTe, PbS, PbSe, InAs, CdsP»,
Cds3Asz, CdTe, HgTe. Sin embargo, los elementos toxicos como el cadmio, el mercurio, el
plomo y el arsénico han afectado seriamente a su aplicacién en el campo biomédico.?

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 inglés) de baja
fotoluminiscencia (PL, por sus siglas en inglés). Los QDs de la ventana optica del infrarrojo
cercano (650 <A <1700 nm) son las mejores sondas de imagen. Dentro de este rango (650 <
A <1700 nm), la interferencia causada por la asimilacion y la dispersion del agua y los tejidos
bioticos se vuelve insignificante. Los QDs de Ag>S no contienen metales pesados toxicos y
su constante de producto de solubilidad es ultrabaja (Ksp (AgzS) = 6.3x107%), lo que garantiza
la minima cantidad de iones de plata liberados en el entorno bioldgico. Sus perfectas
propiedades Opticas permiten que los QDs de Ag>S sean un material prometedor para la
obtencién de imagenes y la deteccion. °



Para la obtencion de imégenes in vivo, los QDs de Ag>S han demostrado una profunda
penetracion en los tejidos y una mejor resolucion espacial de =10 um. Teniendo en cuenta
las propiedades opticas de los QDs de Ag:S, se les ha considerado como prometedores
agentes de contraste para la obtencion de imagenes debido a su alto rendimiento cudntico, su
ventajosa region espectral y su ausencia de metales pesados toxicos. >

Los Ag>S QDs son un nuevo tipo de QDs NIR que, en comparacion con otros QDs, presentan
varias ventajas, como la no toxicidad y la alta estabilidad (Ks=6.3x10°). Por lo tanto, este
tipo de QDs ha atraido una atencidn constante para la obtencion de imagenes anatomicas, el
diagnodstico de tumores, la administracion de farmacos y se ha conjugado con diferentes
ligandos para la orientacién de los tumores.*°

Los AgxS QDs se han utilizado como portadores de farmacos, etiquetas y agentes de imagen.
Para la aplicacion de imagenes, los pardmetros farmacocinéticos (PK, por sus siglas en
inglés) de los QDs deben ser cuidadosamente adaptados para asegurar su rapida acumulacién
en el sitio de destino, seguido de una répida eliminacién del cuerpo.”

Es importante destacar que los QDs de Ag:S tienen una toxicidad insignificante y demuestran
méritos evidentes en comparacion con los QDs que contienen cadmio y con la obtencion de
imagenes nucleares con riesgo radiactivo. La versatil quimica de la superficie de los QDs de
Ag>S permite una facil modificacion para incorporar ligandos y farmacos especificos para la
obtencion de imagenes y la terapia del cancer. Ademas, los QDs de Ag:S pueden utilizarse
como agente fototérmico para el tratamiento del cancer.’

He et al.** expusieron una estrategia de dopaje catiénico mediante la introduccién de una
cierta dosis de iones de metal de transicion Pb** en los nanocristales de Ag,S para para
modular sus propiedades Opticas. Los QDs de Ag>S dopados con Pb (designados como
Pb:Ag>S QDs) presentan una estructura cristalina renovada y un rendimiento &ptico
significativamente mejorado. Los QDs de Ag>S fueron dopados con éxito con iones de
transicion de metal Pb?>". Los QDs de Pb:Ag:S, emiten una emision PL brillante y
sintonizable (975-1242 nm) en la ventana NIR-II, presentan una excelente estabilidad y una
decente biocompatibilidad, y muestran una capacidad superior de obtencion de imagenes
NIR-II ultrarrapidas. Estas ventajas hacen de este material una perspectiva de aplicacion
prometedora en la obtencion de imagenes de fluorescencia in vivo. El dopaje de Pb no soélo
puede renovar eficazmente la estructura cristalina de los QDs de Ag>S, sino que también
puede disefiar convenientemente su banda de emision en la ventana NIR-II bioldgica.

Javidi et al.?® sintetizaron varios tipos de Ag>S QDs (QDs-CO,H-5 nm, QDs-CO,H-15 nm,
QDs-CO2H-25 nm y QDs-NHb»-5 nm) controlando el tiempo de reaccion mediante un método
de coprecipitacion en un solo paso, un procedimiento sintético acuoso respetuoso con el
medio ambiente, e investigaron la PK y la distribucion tisular (TD, por sus siglas en inglés)
de los QDs preparados en ratones y ratas. Se prepararon con éxito QDs de Ag>S en presencia
de acido tioglicolico y cisteamina como agentes de recubrimiento. Los QDs preparados
presentaron una forma esférica y fueron monodispersos. Sus resultados in vivo indicaron que
tras la administracion i.v. de Ag>S QDs a ambas especies animales, independientemente del
tamano de las particulas, la dosis inyectada y la carga superficial, las vesiculas se acumularon
principalmente en el higado y el intestino y se excretaron sobre todo en las heces. Asimismo,
los resultados sugieren que el hecho de tener un tamafio pequefio (alrededor de 5 nm), una
carga superficial positiva y la administracion a una dosis relativamente baja aumentan el



aclaramiento de QDs y, por lo tanto, podrian considerarse como propiedades adecuadas si se
desean las aplicaciones de etiquetado y/o obtencion de imagenes de QDs.

Wang et al.® desarrollaron una sonda fluorescente sencilla y versatil utilizando QDs Ag>S
conjugados covalentemente con AMD3100, un reconocido antagonista de CXCR4, un
marcador especifico de metastasis. La selectividad hacia la linea celular de cancer de mama
con alta expresion de CXCR4 se verifico in vitro e in vivo utilizando cocultivos celulares y
modelos de ratones con tumores duales. Esta sonda teranostica (QD-AMD) fue disenada para
identificar, rastrear, predecir e inhibir la metastasis del cancer de mama in vivo. La sonda se
incubd con cuatro lineas celulares diferentes (4T1, MDA-MB-231, MCF-7 y MCF-10A) con
distintos niveles de expresion de CXCR4. La sonda podia reconocer con precision células de
cancer de mama altamente metastasicas y rastrear su colonizacion en el pulmoén dirigiéndose
a CXCRA4. Estos resultados sugieren el potencial del uso de QD-AMD como una sonda de
orientacion tumoral fiable para la identificacion precisa in vivo de tumores de diferentes
fenotipos moleculares. Ademaés, la union de QD-AMD a las células tumorales metastasicas
disminuiria su potencial metastasico. En concreto, QD-AMD podia inhibir sustancialmente
la invasion de células 4T1 al pulmén neutralizando la interaccion CXCR4-CXCLI12. El
potencial terapéutico de QD-AMD se explotd atin mas con la combinacion del bloqueo de
CXCR4 con la terapia fototérmica, lo que resultd en una reduccioén drastica del tumor
primario y un alivio significativo de la carga metastasica pulmonar.

2. Fundamentacion teorica

2.1. Tema general

En el campo de la imagen biomédica, las particulas inorgénicas (por ejemplo, 6xido de hierro,
oro, puntos cuanticos) han cobrado un gran interés en las ultimas décadas. En concreto, se
estan explorando ampliamente para aplicaciones como sondas funcionalizadas con ADN para
la identificacion en tiempo real de biomoléculas relevantes para la enfermedad, agentes de
diagnostico para la deteccion de tumores a través de antigenos de membrana especificos para
el tumor, y sondas moleculares para el seguimiento y la supervision simultdnea de la
administracion de farmacos y la eficacia terapéutica. Este interés se debe a las propiedades
Opticas, eléctricas y magnéticas unicas de las particulas inorganicas, que pueden alterarse
mediante cambios en su tamafio, composicion, geometria y estructura. Ademas, los
materiales inorganicos ofrecen una relativa facilidad de procesamiento y resistencia a la
degradacion en condiciones fisioldgicas en comparacion con los materiales orgénicos. En
este sentido, la capacidad de ajuste y la resistencia hacen que las particulas inorgédnicas sean
una modalidad muy atractiva y tentadora.*

Las particulas inorganicas de tamafio nanométrico son especialmente interesantes en el
campo biomédico. Muchas proteinas y biomoléculas comunes existen en una escala de
tamano similar, y esas pequefias escalas de longitud permiten que los materiales inorganicos
interactien muy estrechamente con las entidades bioldgicas a nivel molecular. Esta estrecha
interaccion puede permitir una mayor especificidad y sensibilidad de deteccion, asi como la
capacidad de captacion intracelular. Al mismo tiempo, el tamafio nanométrico también



aumenta la relacion entre la superficie y el volumen de la particula. Esta mayor proporcion,
junto con la amplia gama de productos quimicos disponibles, permite una facil modificacion
de la superficie para mejorar la biocompatibilidad, la solubilidad y la reactividad.*

En las aplicaciones de bioimagen, las particulas de tamafio nanométrico también ofrecen una
ventaja significativa para superar la grave toxicidad que suele acompafar a los materiales
inorganicos. La disminucion del tamafio puede permitir una mayor sensibilidad y una menor
dosis efectiva, sin necesidad de sacrificar la funcion. Se han desarrollado muchos tipos de
nanoparticulas inorgénicas en este campo, como las nanoparticulas superparamagnéticas, las
nanoparticulas metalicas y las nanoparticulas semiconductoras. Estas Glltimas se denominan
QDs.?

Los materiales presentan propiedades fascinantes cuando una o varias de sus dimensiones se
reducen a la escala nanométrica. Una de las observaciones més inmediatas al reducir el
tamafio de los materiales a la escala nanométrica es el confinamiento en el movimiento de
los electrones debido al efecto de confinamiento cudntico. Esto conduce a la discretizacion
de los niveles de energia de los electrones en funcidon del tamaio de confinamiento del
material (FIGURA 3). La estructura resultante presenta interesantes y novedosas propiedades
optoelectronicas, fisicoquimicas, mecanicas y magnéticas que no presentan las
correspondientes estructuras a granel del mismo material. Un control adecuado de las
dimensiones y de la composiciéon de estos materiales permite obtener propiedades y
respuestas profundas adaptadas para conseguir nuevos dispositivos y tecnologias.?’
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Figura 3. Diagrama esquematico que muestra las estructuras de bandas de energia en el 4tomo, el material a granel y la
nanoestructura cuantica

Las propiedades fisicoquimicas de las particulas nanocristalinas son diferentes de las de los
materiales a granel por dos razones especificas. En primer lugar, la elevada relacion
superficie-volumen hace que haya muchos atomos en la superficie de la red cristalina. En
segundo lugar, las bandas electronicas se dividen en niveles de energia discretos como
resultado del confinamiento tridimensional de los portadores de carga que se produce. Esto
conduce al confinamiento cuantico de la carga.”®

En un cristal semiconductor a granel, los niveles de energia forman bandas. La banda de
valencia estd llena y la banda de conduccion estd completamente vacia a 0 K. Las bandas de
valencia y de conduccion estan separadas por un hueco energético finito caracteristico del
material llamado "bandgap",”’” es decir, es la energia necesaria para excitar un electron de

una banda electrénica a otra de un nivel energético superior.”® Cuando un electrén de la banda



de valencia alcanza la energia suficiente para superar el hueco energético, debido a la
excitacion térmica o a la absorcion de un foton, y pasa a la banda de conduccion, queda un
hueco.?’ Este esquema de excitacion crea finalmente un par electron-hueco conocido como
exciton. Al relajarse de nuevo a su estado basico, el exciton emite energia en forma de foton
fluorescente.”® Este electron excitado forma parte de los portadores de carga en 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 nanocristales semiconductores, cuando el
didmetro o simplemente el tamafio del cristal se aproxima, o se hace menor que su "radio de
Bohr", el electron excitado por una fuente de energia externa tiende a formar un enlace débil
con su agujero. Este estado de union del electron y el hueco del electron, que se atraen
mutuamente por la fuerza electrostatica de Coulomb, se denomina "exciton" (FIG. 4A). Por
lo tanto, el radio de Bohr es la distancia en un exciton electron-hueco, también llamado radio
de Bohr del exciton. Cada material semiconductor tiene un radio de Bohr caracteristico del
exciton (FIGURA 4B) por debajo del cual se produce el efecto de confinamiento cudntico.
Esta propiedad unica de confinamiento hace que la "banda" de energias se convierta en
niveles de energia discretos en los QDs.?’

b — ; e . Punto cuéntico
Ty | i

Exciton confinado

= Excitén
1

. ok P %

O ——@——>aguiero

——"t 2
—ee— > Electron .

Radio de bohr de exciton real

(A) (B)
Figura 4. (A) Formacion de excitones en la banda de energia del QD. (B) Comparacion del radio del exciton y el
tamafio del QD

Los QDs son la clase de materiales en los que se pueden evidenciar los efectos de
confinamiento cudntico. Son cristales semiconductores muy pequefios, del orden del
nandémetro, que contienen apenas entre cien y mil atomos. Como resultado, confinan
fuertemente los electrones o los ya mencionados excitones en las tres dimensiones espaciales.
Los QDs son un subgrupo de la familia de los nanomateriales, que incluye metales, aislantes,
semiconductores y materiales organicos. En concreto, el término "punto cuantico" se refiere
unicamente a los nanocristales semiconductores, mientras que cualquier otro material
inorgéanico en el régimen nano se denomina "nanocristal".?’

Es bien sabido que el confinamiento cuédntico s6lo 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 banda prohibida sintonizable de
los QDs se componen tnicamente de materiales del grupo II-VI, II-V y IV-VI1.%

Los QDs presentan propiedades electronicas intermedias a las de los semiconductores a
granel y las moléculas aisladas. Las propiedades optoelectronicas estdn determinadas por su



tamafio y forma y se alteran en funcién de estas variables,”’ lo que da lugar a multiples
aplicaciones diferentes.”®

Una de las caracteristicas Opticas mas distintivas de los QDs es su color. Los QDs del mismo
material, pero con diferentes tamafios, aparecen en colores distintivos. Cuando la energia
externa en forma de fotoén que incide sobre los QDs hace que el material emita luminiscencia
a una determinada longitud de onda, se conoce como fotoluminiscencia. Un electréon de la
banda de valencia es excitado a la banda de conduccion si un foton de energia igual o superior
a la energia de la banda prohibida incide sobre el material. En este proceso, se deja un hueco
en la banda de valencia (FIGURA 5A). El electron 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 entre la banda de valencia mas ocupada
y el nivel mas bajo de la banda de conduccion desocupada, las energias de confinamiento de
electrones y agujeros y la energia de enlace de los excitones.?’
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Figura 5. Esquema de la fotoluminiscencia que se produce en los QDs. (A) Emision de borde de banda. (B 'y C)
Fotoluminiscencia con transision no radiativa al principio

La propiedad mejor documentada y comprendida es la relacion inversa entre el tamafo del
nanocristal y la brecha de banda energética; en otras palabras, a medida que el tamano del
nanocristal disminuye, la brecha de banda energética aumenta y las correspondientes
longitudes de onda de excitacion/emision disminuyen. Esto es el fundamento del efecto de
confinamiento cudntico.” La luminiscencia en los QDs se desplaza en funcién del tamaiio;
los QDs de menor tamafio tienen mayores bandgaps. En consecuencia, se requiere mas
energia para excitar el electron y, a su vez, se emite un foton de mayor energia con longitudes
de onda mas cortas en el rango azul o verde. Del mismo modo, los QDs més 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
este modo, los QDs pueden ajustarse con precision durante la sintesis para que emitan
cualquier color de luz a partir del mismo material, simplemente cambiando el tamafio y la
forma de los puntos.?’

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 coloidal han hecho
posible la produccion de QDs con la distribucién de tamafio deseada mediante el ajuste
preciso de los pardmetros de sintesis y las combinaciones de materiales, por lo que se pueden
fabricar QDs con fluorescencia y alto rendimiento cuéantico.?’
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Figura 6. Variacion de la banda de energia de los puntos cuanticos al variar el tamaiio

Debido a sus propiedades tnicas, los QDs tienen aplicaciones en muchos campos, como las
celdas solares, los LED, los transistores, las pantallas, los diodos laser, la computacion
cuantica y las iméagenes médicas. Los QDs han demostrado ser superiores a los tintes
organicos tradicionales utilizados en los andlisis bioldgicos modernos.?’

En el &mbito biomédico, los QD ofrecen muchas ventajas sobre los tintes organicos y los
compuestos fluorescentes tradicionales. En la TABLA 2 se resume un analisis comparativo de
las propiedades de los puntos cuénticos frente a los fluoréforos organicos convencionales.??

Propiedad Puntos cuanticos Fluoroforos organicos
convencionales
Tamafo Sintonizable (2-10 nm) Tipicamente <0.5 nm
(proteina o molécula
pequeiia)
Espectro de absorcion Bandas anchas y discretas ~ Estrecho
Espectro de emision Estrecho (simétrico, Amplio (asimétrico con
ajustable en tamafo) cola roja)
Absortividad molar (g) Grande (normalmente del ~ Pequefia (normalmente del
orden de 0.5-5x10cm M  orden de 0.5-2.5x10° cm®
1) lM-l)
Espectros de emision Estrecho (simétrico, Amplio (asimétrico con
sintonizable por tamafio) cola de desplazamiento al
r0j0)
Rendimiento cuantico Alto (0.1-0.8 en el rango Bajo (0.5-1.0 en el rango
visible y 0.2-0.7 en el NIR) visible y 0.05-0.25 en el
NIR)
Tiempo de vida del estado  Largo (10-100 ns con Corto (<10 ns con
excitado de fluorescencia ~ decaimiento decaimiento

multiexponencial) monoexponencial)




Seccion transversal de dos  Grande (normalmente del ~ Pequefia (normalmente del

fotones orden de 0.2-5x10*%cm?*s  orden de 1x10*cm®*sec
fotones™) fotones™)

Sensibilidad de deteccion ~ Alta Baja

Resistencia al Alta Baja

fotoblanqueo

Solubilidad acuosa Baja (necesidad de Alta (controlada
recubrimiento o quimicamente)
funcionalizacion de la
superficie)

Profundidad de Media (depende del Alta

penetracion en el tejido tamafio)

Capacidad de Alta Baja (solapamiento

multiplexacién espectral espectral)

Capacidad de Alta Baja

cuantificacion

Toxicidad Potencial de acumulacion y Dependiente de la quimica,

lixiviacion de metales
pesados, metabolismo
lento tipico

Facilidad de ajuste del
espectro; rendimiento
cuantico (hasta 100 veces
mas luminoso); alta
fotoestabilidad

metabolismo rapido tipico

Materiales hidrosolubles,
normalmente estables;
facilidad de
bioconjugacion (muchos
disponibles en el mercado);
penetracion profunda en
los tejidos.

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

biodistribucion obtener imagenes
multiplex in vivo
Tabla 2. Analisis comparativo de las propiedades de los puntos cudnticos frente a los fluordforos 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 esta allanando el camino para su uso en aplicaciones
bioldgicas. Muchas investigaciones bioldgicas en biologia molecular y biotecnologia
requieren tintes fluorescentes marcados para la deteccion de una proteina, anticuerpo o célula
especifica.?’” Los QDs pueden conjugarse con diversas biomoléculas, ademas de las ya
mencionadas, como oligonucledtidos y ligandos de moléculas pequenas, para dirigir su
trayectoria in vitro o in vivo hacia un objetivo especifico o para impartir capacidad
terapéutica.”® Estos colorantes se adhieren quimicamente a la molécula objetivo y ayudan a
la deteccion.?’” 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 covalente.?

En este sentido, los QDs estdn ganando répidamente popularidad debido a su superior
contraste de color, brillo y estabilidad in vivo en comparacion con los colorantes
tradicionales.?’” Hay una serie de ventajas competitivas que hacen que los QDs sean deseables
en numerosas aplicaciones biomédicas. En comparacion con los tintes organicos comunes y
las proteinas luminiscentes, los QDs tienen espectros de excitacion amplios; espectros de
emision estrechos,?® con un pico simétrico, mientras que los picos de emisiéon son més
amplios y no simétricos por naturaleza;*’ asi como grandes desplazamientos de Stokes. Los
QDs también poseen propiedades dpticas superiores, incluyendo una mayor intensidad (hasta
casi 100 veces mas brillante,” esto permite la facil obtencion de imagenes in vivo de
especimenes gruesos)’’ 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 bioldgico. Ademas,
a diferencia de la mayoria de los colorantes organicos convencionales, los QDs ofrecen un
amplio rango Optico de fluorescencia, desde el ultravioleta cercano hasta el infrarrojo
cercano. En particular, los QDs que emiten en el NIR han ampliado enormemente el potencial
de la fluorescencia en la biomedicina debido a su menor absorcion tisular y a su relativamente
baja autofluorescencia.”?

La variedad de propiedades de excitacion y emision disponibles gracias al efecto de
confinamiento cudntico es muy atractiva en las aplicaciones biomédicas.? Entre las ventajas
competitivas del uso de etiquetas de QDs se encuentra el que absorben fotones de una amplia
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 tamafios en un paciente, excitarlos
con una sola longitud de onda y producir una emision reproducible y estrecha con una minima
interferencia entre canales y solapamiento espectral. La reduccion del solapamiento es
fundamental, ya que aumenta la eficacia de la deteccion, mejora la sensibilidad y puede
permitir la deteccion multicolor y la funcionalidad multimodal. En cambio, es un reto
controlar y modular las longitudes de onda espectrales de los tintes orgéanicos tradicionales,?
debido a que tienen una banda de absorcion estrecha que requiere una longitud de onda de
excitacion especifica para cada uno.?” Asimismo, estas propiedades dependen de la estructura
quimica, la conformacion y la reactividad. No pueden modificarse facilmente para que
emitan diferentes colores, lo que limita su aplicabilidad en aplicaciones de imagen multiple.?

Los puntos cuanticos constituyen una herramienta versatil para permitir herramientas de
diagnostico mas precisas y fluoroinmunoensayos, imagenes multiplexadas, plataformas
duales de imagen y terapéuticas, imagenes in vivo y de procesos celulares en tiempo real, y
seguimiento de células individuales y moléculas biologicas.?

Los recientes avances en las estrategias de sintesis y bioconjugacion han hecho progresar
rapidamente la capacidad de garantizar un control preciso sobre el tamafio, la polidispersidad,
el rendimiento cudntico y las propiedades superficiales de los QDs.?



Los nanomateriales basados en puntos cudnticos desempefian un papel importante en las
aplicaciones de muchos campos, como los Q-LED, los transistores, las células solares, los
diodos laser para pantallas, las imagenes médicas, la informatica cuantica, etc. Sus cambios
se deben al control preciso del tamafio, la forma, la emision de color y la sintonizacion de la
banda prohibida. Estas propiedades cambian en el interior de los puntos cuanticos, lo que
conduce a diferentes aplicaciones, desde la recoleccion de energia hasta la aplicacion
biomédica.?®

2.2. Fenomenos de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia requiere que los objetos de interés 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 emision, conocida como desplazamiento de Stokes, es la propiedad critica
que hace que la fluorescencia sea tan potente. Al filtrar completamente la luz excitante sin
bloquear la fluorescencia emitida, es posible ver s6lo los objetos que son fluorescentes.?

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 energia en forma
de un fotén de otra longitud de onda. Parte de la energia absorbida se pierde en procesos
ajenos a la radiacion, por lo que el foton emitido tiene menos energia que el foton absorbido.
La ley de Planck indica que la energia de radiacion de un foton es inversamente proporcional
a su longitud de onda. Como el foton emitido tendra menos energia, tendrd una mayor
longitud de onda y, por tanto, un color diferente al del foton absorbido.

La absorcion de energia por un fluorocromo es el resultado de las interacciones del vector
del campo eléctrico oscilante de la onda luminosa con los electrones del fluorocromo. Para
un electron determinado, se requiere una cierta cantidad de energia para una transicion
electronica. Solo se absorben las energias cercanas a esta energia de transicion; el
fluorocromo es esencialmente transparente a los fotones de otras energias. Dado que la
energia y la longitud de onda estan relacionadas, esto significa que para cada fluorocromo
solo hay ciertas longitudes de onda capaces de una interaccidon productiva que genere
fluorescencia.*”

Los orbitales electronicos mas externos de la molécula del fluorocromo determinan tanto su
eficacia como compuesto fluorescente como las longitudes de onda de absorcion y emision.
Cuando los compuestos fluorescentes en su llamado estado basico absorben fotones, pueden
producirse alteraciones en los estados electronicos, vibracionales y rotacionales de la
molécula. La relajacion vibracional y la emision de fluorescencia son las principales formas
en que un fluorocromo vuelve a su estado basico de baja energia tras haber experimentado
previamente la transicion a un estado excitado.”

La fluorescencia en las imagenes subcelulares es mas util cuando hay especificidad en lo que
se marca con fluorescencia. Existen varios mecanismos para garantizar la especificidad. El
método mas empleado es vincular el fluorocromo a una molécula de anticuerpo y utilizar la
especificidad de la union del anticuerpo para localizar un antigeno de interés. Un fluorocromo
unido a una sustancia biolégicamente activa se denomina fluoréforo.*°



La mejor manera de ilustrar la absorcion y la emision de fotones por un fluorocromo es
utilizando un diagrama de energia de Jablonski, llamado asi por Aleksander Jablonski, el
fisico polaco que introdujo el diagrama en 1953.°° El diagrama de Jablonski explica la
fotofisica molecular mediante una representacion grafica de los estados electronicos de una
molécula y de las transiciones entre esos estados,’! lo que indica que, en general, la energia
de excitacion de la luz absorbida se disipa a través de tres vias: 1) emision de fluorescencia;
2) cruce intersistema (ISC, por sus siglas en inglés) a un estado excitado triplete; y 3)
desactivacion térmica mediante decaimiento no radiativo, lo que corresponde a las funciones
biomédicas de: a) obtencién de imagenes de fluorescencia; b) obtencién de imagenes de
luminiscencia persistente por generacion de fosforescencia y/o terapia fotodindmica (PDT)
por produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS); asi como c) obtencion de imagenes
fotoacusticas (PA, por siglas en inglés) y terapia fototérmica (PTT).*?

La formacioén de la fluorescencia obedece a la siguiente estructura (FIGURA 7): un electron
débilmente retenido en el estado basico (So) seria promovido al estado excitado (S1 o S2)
mediante la absorcion de la energia adecuada, y después de alguna transicion no radiativa de
relajacion vibracional y/o conversion interna, el electron excitado volveria a So desde el nivel
minimo de vibracion de Si, acompafiando 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 fenomeno de fluorescencia

En el diagrama de Jablonsk, el eje vertical del grafico representa el aumento de la energia
desde la parte inferior (estado basico o So) hasta la parte superior (estados de excitacion
singlete y triplete 0 Sn y Tn).>! A temperatura ambiente, la mayoria de los electrones de los
fluorocromos so6lo tienen energia suficiente para existir en el estado de energia mas bajo
(tierra) (So).*® Sin embargo, la absorcién de un fotén transfiere la energia del fotén a un
electron del estado basico y eleva la energia del electron a un estado superior (excitado).*
Las transiciones entre los estados (como la excitacion, la conversion interna, la fluorescencia,
el cruce entre sistemas, etc.) se representan como flechas (onduladas para las transiciones no
radiativas, rectas para las transiciones radiativas).’!

En el lado izquierdo del diagrama (FIGURA 8a) se encuentran los estados singlete. Estos
estados mantienen los estados de espin emparejados +%2 y -2 de los electrones tal y como
son normalmente, con cada electron de un par con espines opuestos. So es el estado basico y
representa la energia de una molécula que no esta siendo excitada por la luz. S; y Sz son
estados singulares excitados en los que un electron exterior es impulsado a un orbital



diferente. Sz contiene mas energia que Si1 y Si mas energia que el estado bésico, So. A la
derecha del diagrama se encuentran los estados tripletes en los que un electron exterior,
impulsado a un nuevo orbital, también ha sufrido una inversion de espin posterior, de modo
que un antiguo par de electrones esta ahora en paralelo.”
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Figura 8. Fundamentos de la fluorescencia. (a) Diagrama de Jablonski que muestra los estados energéticos de una
molécula. Las moléculas que no absorben energia estan confinadas principalmente a los estados vibracionales mas bajos
del estado basico So. (b) Las caracteristicas espectrales relacionadas con la absorcion y emision de energia por una
molécula pueden relacionarse con el tamaiio de los pasos de energia necesarios para llevar una molécula de un nivel de
energia a otro. Los espectros de absorcion y emision del fluoréforo comun FITC se muestran debajo de un diagrama de
Jablonski. Cada linea gris vertical alinea los espectros con la energia de los fotones absorbidos (flechas apuntando hacia
arriba) o emitidos (flechas apuntando hacia abajo). Las flechas estan coloreadas para representar la longitud de onda de
los fotones. Por ejemplo, la flecha morada de la izquierda representa la energia de un fotén ultravioleta que puede hacer
que la molécula pase del estado basico al segundo estado excitado singlete. La flecha naranja de la derecha representa el
foton de menor energia que puede ser emitido por esta molécula al retroceder desde el estado de menor energia de Si a
un estado vibracional alto de So. Observe que, en la region de solapamiento de los espectros de absorcion y emision,
algunos fotones (por ejemplo, la flecha verde que apunta hacia arriba) son absorbidos cuando el nivel vibracional no esta
en su nivel mas bajo. Obsérvese también la simetria entre las curvas de absorcion y emision debido a la similitud de las
transiciones a los estados vibracionales en So y Si. (¢) Tiempos que tardan los distintos pasos de excitacion y emision de
fluorescencia y fosforescencia

Una de las caracteristicas de un diagrama tipico de Jablonski es que cualquier desactivacion
electronica se produce desde el nivel vibracional mas bajo, es decir, la relajacion vibracional
precede a la desactivacion electronica.’!

Cuando un fluordéforo absorbe la luz, toda la energia que posee un foton se transfiere al
fluoroforo. Esta energia estd inversamente relacionada con la longitud de onda del foton. Si
la energia del foton absorbido es mayor que la necesaria para pasar exactamente del estado
basico al nivel energético mas bajo de S, la molécula también sufrird un cambio de vibracion,
rotacion y/o pasara a un orbital electronico atin mas alto (S2). Por 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 foton que pueda provocar la transicion de un
electron a un estado electronico excitado superior (es decir, de So a S1).2°

Las moléculas pueden existir en mas de un estado de excitacion. En el caso de los fluor6foros
organicos, el estado singlete es el mas comun. En el estado singlete, todos los electrones estan
emparejados. Sin embargo, las moléculas también pueden existir en un estado triplete, en el
que un conjunto de espines de los electrones esta desparejado. La probabilidad de que una
molécula pase del estado singlete al triplete es cada vez mayor cuando la energia absorbida
excita la molécula a estados superiores al nivel Si. Desde el estado triplete, la energia puede
perderse en forma de conversion interna en calor, lo que permite el retroceso al estado S;
generando un foton (aunque con retraso). Esto se llama fosforescencia.*’

Una vez excitada, la molécula utiliza varias vias diferentes para perder ulteriormente la
energia absorbida y volver al estado basico (FIGURA 8¢). La "conversion interna" es una
transicion entre estados orbitales de electrones (como S> a Si). En sentido estricto, la
conversion interna permite transiciones isoenergéticas desde energias vibracionales bajas de
un estado electronico a modos vibracionales altos de un estado electronico inferior, por lo
que no se pierde energia durante esta transicion, sino que la energia extra se desprende
incluso a través de la relajacion vibracional. Durante la relajacion vibracional, la energia
vibracional del fluoréforo se transfiere a las moléculas cercanas mediante interacciones
directas.?

El espectro de emision de un fluordforo es simplemente el rango de longitudes de onda que
puede tener este foton emitido (FIGURA 8b).?*

Seglin el diagrama de Jablonski, hay varias vias de disipacion de energia después de que un
cromoforo sea excitado al estado excitado de alta energia por la luz (FIGURA 9). Cuando la



luz absorbida se reemite como fotones de baja energia, proporciona imdgenes de
fluorescencia/fosforescencia con alta sensibilidad y resolucion espaciotemporal. Cuando los
fotones absorbidos se convierten en calor localizado a través de la desactivacion vibracional
hacia el estado basico (So), este proceso puede utilizarse para la obtencion de imagenes
acusticas/fototérmicas (PT, por sus siglas en inglés) y la PTT de enfermedades. Los
electrones en el estado excitado singlete (S1) también podrian transferirse al estado excitado
triplete (T1) para producir especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
altamente toxicas para la PDT.**

Existen tres vias para el proceso de disipacion de energia en estado excitado de los agentes
opticos segun el diagrama de Jablonski, a saber, la emision de fluorescencia a través de la
desintegracion radiativa, la PA/PT a través de la desactivacion térmica y la generacion de
ROS en T;.%*
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Figura 9. Ilustracién esquematica del diagrama de Jablonski y su relacion con la imagen Optica y el rendimiento
terapéutico de los agentes fototeranodsticos. So: estado bésico, Si: estado excitado singlete, Ti: estado excitado triplete,
ISC: cruce intersistema, 3O2: oxigeno triplete, !Oa: oxigeno singlete, ROS: especies reactivas del oxigeno

La mayoria de las sondas mas recientes se han basado en la quimica organica estandar de los
fluorocromos. Sin embargo, ahora se estan desarrollando algunos enfoques no tradicionales
de la fluorescencia. Entre ellos estan los puntos cuanticos. Al igual que los fluorocromos
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 cudntico y su extrema fotoestabilidad. Los
puntos cuanticos son muy brillantes y presentan muy poco fotoblanqueo. Ademas, para una
composicion determinada de punto cudntico, diferentes tamafios del mismo cristal emitiran
a diferentes longitudes de onda (FIGURA 10). Esto significa que un solo tipo de material
puede producir una serie de colores con un brillo similar y propiedades quimicas parecidas,
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 fluordforos. Esto es ideal para
experimentos en los que se analizan dos o mas estructuras utilizando fluorocromos de
diferentes colores. Los experimentos multicolor también se simplifican con los puntos
cuanticos porque los cristales emiten dentro de un espectro muy estrecho (FIGURA 10).%°
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Figura 10. Fluorescencia de puntos cudnticos. La imagen superior muestra la fluorescencia obtenida a partir de
soluciones de nanocristales de CdSe (puntos cudnticos) de didmetros 2.0, 2.5, 3.0, 3.2, 3.9, 4.4, 5.5 y 7.3 nanémetros,
respectivamente. Todos los viales se excitan a 375 nm. Los graficos siguientes muestran los espectros de emision de los
nanocristales de CdSe excitados a 375 nm para los tamafios de 3.2 nm, 3.9 nm y 5.5 nm

En la FIGURA 11 se compara el tamafio de los puntos cuanticos con el de otras etiquetas
bioldgicas ttiles.? Las caracteristicas de distintos materiales fluorescentes se resumen en la
TABLA 3, para ofrecer una comparacion de sus propias ventajas y limitaciones.>
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Figura 11. Didmetros de diversas moléculas de etiquetado

Tipo de material Ventajas Limitaciones

Colorantes fluorescentes Amplia variedad, colores Pico de excitacion

organicos vivos, facil acceso, tamafio  estrecho, pico de emision
pequeio, buena ancho y en cola, poca
biocompatibilidad e estabilidad, facil
intensidad fluorescente fotoblanqueo
relativamente alta

Puntos cuanticos (QDs) (1) QDs semiconductores: ~ QDs con iones pesados:

buena estabilidad quimica, toxicidad e intermitencia
pico de excitacion ancho, de la fluorescencia

pico de emisién estrecho y

simétrico, fuerte

luminiscencia, gran

desplazamiento de Stokes

y tenibilidad del color; (i)

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 de Los nanoclusters de
preparacion, excelente metales nobles son caros.
biocompatibilidad y, en
comparacion con los QD,
presentan sefiales de
fluorescencia mas intensas
y duraderas atribuidas a
una mayor resistencia al
fotoblanqueo y al parpadeo

Nanoparticulas de Penetracion mas profunda  —
conversion ascendente de la luz, ausencia de
autofluorescencia (a partir
de muestras bioldgicas),
larga vida til y otras
excelentes propiedades
Opticas de los nanoclusters

metalicos
Tabla 3. Ventajas y limitaciones de diversos materiales fluorescentes integrados en sensores MI-FL.

La técnica de imagenes Opticas (por ejemplo, imagenes de fluorescencia, imagenes
fotoacusticas, imagenes de resplandor/luminiscencia persistente, etc.) tiene enormes ventajas
en la investigacion del cancer, entre las que se incluyen una excelente sensibilidad y
resolucion temporal, alto contraste y modo en tiempo real, instrumentos portatiles y alta
seguridad.*

Se han realizado importantes avances en el desarrollo de nuevos agentes Opticos para el
diagnéstico (por ejemplo, imagenes de fluorescencia, PA y tomografia de coherencia dptica)
y la fototerapia (por ejemplo, PDT, PTT y otras terapias relacionadas con la fotografia). Hasta
ahora, se han desarrollado nanomateriales de oro, puntos cuanticos semiconductores, NPs de
conversion ascendente dopadas con tierras raras, nanomateriales basados en el carbono,
nanoestructuras bidimensionales y materiales organicos y poliméricos para aplicaciones
fototerandsticas.>*

La bioimagen en la segunda region del infrarrojo cercano (NIRII, 1000-1700 nm) ha
proporcionado una nueva oportunidad para la aplicacion in vivo de las técnicas de imagen
optica. En comparacion con la ventana visible (400-700 nm) y la primera NIR (NIR-I, 700-
900 nm), la luz NIR-II posee una interaccion luz-tejido mucho menor (por ejemplo,
dispersion, absorcion y reflexion), lo que permite una alta profundidad de penetracion y
resolucion espacial. Algunos materiales, como los nanotubos de carbono, los puntos
cudnticos, las nanoparticulas dopadas con tierras raras y los tintes orgédnicos, se han
desarrollado como emisores NIR-II.**



2.3. Agente de contraste en ensayos in vitro

La deteccion y el diagnodstico precoz de la enfermedad es una parte crucial de la practica
clinica, especialmente en el caso del cancer. La tasa de mortalidad a los diez afios de las
pacientes con cancer de mama que se beneficiaron de la deteccion precoz se redujo en un 17-
28%. La tecnologia de imagen médica suele desempefiar el papel mas importante en la
deteccion precoz y la evaluacion de la respuesta terapéutica de diversas enfermedades. Las
modalidades de imagen que se utilizan actualmente son la radiografia, la tomografia
computarizada (CT, por sus siglas en inglés), la resonancia magnética (MRI, por sus siglas
en inglés), el ultrasonido (US, por sus siglas en inglés), la tomografia por emision de
positrones (PET, por sus siglas en inglés), la tomografia computarizada por emision de foton
tinico (SPECT) y la imagen por fluorescencia.>’

Para mejorar la deteccion de la lesion, muy a menudo se combina mas de una modalidad de
imagen. Para obtener una informacion anatomica y funcional mas precisa, se utilizan agentes
de contraste de imagen médica para distinguir entre el tejido normal y las lesiones
anormales.®

El agente de contraste fluorescente se administra para visualizar el érgano o tejido de interés
con suficiente sensibilidad y contraste. Para las aplicaciones médicas, los agentes
fluorescentes que emiten a longitudes de onda en la region del infrarrojo cercano, entre 650
y 800 nm, son mas ventajosos que los que emiten luz visual. La luz infrarroja cercana puede
penetrar mas profundamente en el tejido (hasta varios mm) con menos dispersion que la luz
visual y hay menos autofluorescencia.*®

Los agentes de contraste mejoran la eficacia de los estudios de imagen y se convierten en
esenciales en la caracterizacion y eventual diagnodstico de la patologia. Son compuestos
quimicos que permiten la visualizacion de estructuras anatomicas especificas del cuerpo
humano en la imagen médica y forman parte integral de muchos métodos de imagen.*’

Los contrastes se utilizaron inicialmente para visualizar mejor las estructuras vasculares y el
tracto gastrointestinal. Con el tiempo, se convirtieron en un componente clave de la imagen
médica y su uso se extendio a la evaluacion de la vascularizacion y la perfusion del tejido en
los 6rganos solidos, concretamente mediante técnicas de imagen transversal y una mejor
visualizacion y caracterizacion de las lesiones focales dentro de estos 6rganos.®’

Hoy en dia, los agentes de contraste tienen una amplia gama de areas de aplicacion. Alrededor
del 30% de las exploraciones por MRI se realizan con agentes de contraste. Los agentes de
contraste se utilizan para caracterizar lesiones en organos solidos; visualizar estructuras
vasculares; hacer un seguimiento de la actividad tumoral; evaluar infecciones, abscesos y
otras enfermedades inflamatorias; y detectar la perfusion de los tejidos. Ademas, con el uso
de un agente de contraste adecuado, es posible visualizar cualquier estructura tubular, como
las visceras huecas del sistema gastrointestinal, el liquido cefalorraquideo, las glandulas
salivales, los conductos mamarios y los vasos linfaticos.?’



Debido a la mejora de las estrategias de focalizacion y a su larga vida de circulacion en la
sangre, las nanoparticulas se han estudiado para la deteccion y el diagndstico tempranos de
tumores, asi como la obtencion de imagenes biomédicas debido a sus propiedades unicas de
orientacion pasiva, activa y fisica. En virtud de su pequefio tamafio, las nanoparticulas
presentan efectos de permeabilidad y retencion (EPR) mejorados en los tumores, con
aumentos relativos de las concentraciones tumorales locales del agente de contraste. El uso
mas comun ha sido el empleo de nanoagentes de contraste con las modalidades de imagen
existentes.*

En comparacién con los agentes de contraste tradicionales, los agentes de nanoimagen
presentan una elevada relacion superficie/volumen que permite el etiquetado de la superficie
con moléculas y ligandos especificos para mejorar el perfil de toxicidad y las propiedades de
imagen. Otras ventajas de las nanoparticulas son la visualizacion funcional y el seguimiento
de procesos biologicos, como la deteccion de macréfagos en lesiones ateroscleroticas
mediante CT y la obtencion de imdgenes moleculares de la angiogénesis mediante MRI. Por
otro lado, el mayor tiempo de circulacion plasmatica de las nanoparticulas mejora la
biodistribucion con una mayor sefial de contraste entre la lesion y el fondo. Asimismo, la
forma y el tamafio de las nanoparticulas pueden manipularse para optimizar la carga de
compuestos de imagen, y sus propiedades fisicas intrinsecas también pueden modificarse
para satisfacer necesidades clinicas especificas.*

Ademas de las estrategias de orientacion pasiva, el etiquetado de la superficie de las
nanoparticulas con diversos ligandos a los receptores diana puede aumentar la localizacion
del agente de contraste para la obtencion de imagenes mediante la union especifica a los
receptores diana en las lesiones.*”

La capacidad inherente de los anticuerpos de reconocer eficazmente antigenos especificos
expresados en la superficie celular y el proceso relativamente sencillo mediante el cual se
pueden generar nuevos anticuerpos los convierte en la mayor clase de agentes dirigidos
facilmente disponibles. Por lo tanto, muchos grupos estan evaluando preclinicamente nuevos
anticuerpos marcados con fluorescencia en el infrarrojo cercano que se dirigen a
biomarcadores alternativos para distintas aplicaciones de imagen intraoperatoria,
demostrando todos ellos la viabilidad de los anticuerpos para resaltar las lesiones tumorales.*®

Los avances en la ingenieria de proteinas han conducido al desarrollo de fragmentos de
anticuerpos (minicuerpos, fragmentos Fab, diabodies y fragmentos variables de cadena
unica) (FIGURA 12) que conservan caracteristicas de union similares, pero muestran una
mejor penetracion en el tumor y una eliminacion mas rapida de los tejidos no objetivo.*

Los fragmentos de anticuerpos de bajo peso molecular (<60 kDa) que se eliminan
rapidamente de la sangre a través de la excrecion renal se han investigado especialmente
como herramientas para aplicaciones de imagenes moleculares porque permiten obtener
imagenes altamente especificas y de alto contraste en los primeros momentos después de la
inyeccion. Otra clase de agentes dirigidos que han suscitado interés son los andamios
proteicos no inmunoglobulinicos, entre los que se encuentran las centirinas, las afibodinas o
las cistinas (FIGURA 12).3°
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Figura 12. Agentes de contraste fluorescentes moleculares y moléculas diana utilizadas para la obtencion de imagenes
intraoperatorias durante la cirugia oncologica. (A) Representacion esquematica del modo de accion de los distintos tipos
de agentes de contraste fluorescentes. Los agentes de contraste fluorescentes no dirigidos, como el verde de indocianina,
se acumulan pasivamente en el tejido tumoral a través del efecto de permeabilidad y retencion mejoradas. Los agentes
de contraste fluorescentes dirigidos, que consisten en un colorante fluorescente conjugado con una fraccion dirigida, se
acumulan activamente en el tejido tumoral mediante el reconocimiento de un biomarcador especifico expresado por las
células tumorales o las células estromales asociadas al tumor. La obtencién de imagenes se lleva a cabo una vez que los
marcadores no unidos se han eliminado lo suficiente. Los agentes de contraste fluorescentes activables permanecen
opticamente silenciosos hasta que se liberan los colorantes fluorescentes por digestion enzimatica de su columna
vertebral. (B) Representacion esquematica de las diferentes clases y subclases de moléculas diana utilizadas para el
disefio de agentes de contraste fluorescentes diana: anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, andamiajes proteicos,
péptidos y moléculas pequetias. Se obtuvieron imagenes representativas de llenado de espacio de un anticuerpo (11GT),
un fragmento Fab (6B9Z), un diabody (IMOE), un scFv (1P4I), un nanobody (5SMY6), una centyrin (5L2H), un affibody
(2KZJ) y una knottin (2N8B) del banco de proteinas RCSBy se prepararon utilizando PyMOL. El modelo de minicuerpo
de relleno espacial es una interpretacion creada con PyMOL; las regiones de union al antigeno estan resaltadas en naranja

Los anticuerpos y los fragmentos de anticuerpos son los ligandos de orientacion activa mas
comunes y eficaces. Los anticuerpos tienen una gran afinidad especifica con los antigenos
correspondientes, lo que puede aumentar la concentraciéon de nanoparticulas en un lugar
especifico. Otro ligando utilizado para la orientacién es un aptdmero, que también se
denomina anticuerpo quimico. Se trata de una secuencia tinica de ADN o ARN que se pliega
en una estructura secundaria con una alta afinidad de orientacion hacia los receptores de la
superficie celular.®

Los péptidos representan una fraccion adicional de ligando, con ventajas como la estabilidad
quimica, la facilidad de sintesis y la reduccion de la inmunogenicidad. Otras proteinas y
moléculas con funciones de orientacion activa son la transferrina, el acido folico y la
biotina.*®

Las nanoparticulas también pueden actuar como plataformas de entrega especificas cargadas
con otros elementos de imagen para identificar canceres. Un ejemplo es el de los nanoclusters
de oro encapsulados en liposomas y funcionalizados con el anticuerpo HER2 para detectar
células de cancer de mama humano en suero y tejidos por colorimetria.’>-

Ademas, las nanoparticulas pueden emplearse para la deteccion selectiva de biomarcadores
tumorales. La deteccion precoz de ciertos biomarcadores del cancer puede ser muy dificil, y
las nanoparticulas se han utilizado para amplificar la sefial. Por ejemplo, se descubrié que un
nano-genosensor amplifica significativamente la sefial del conocido biomarcador del cancer
de mama, miRNA-21, en muestras clinicas,31,’ y se emple6 un nano-inmunosensor para
detectar ultrasensiblemente el antigeno 15-3 del cancer de mama en muestras de plasma
humano.*,36 Otros usos de la deteccién con nanoparticulas han incluido la identificacién de
células tumorales circulantes (CTCs).*>,37

Los compuestos que contienen yodo y bario se utilizan con frecuencia en las modalidades de
imagen basadas en los rayos X (radiografia, fluoroscopia, CT, angiografia), y los compuestos
que contienen gadolinio se utilizan en la imagen por MRI. Dependiendo de la estructura
anatomica que se vaya a visualizar, los agentes de contraste pueden administrarse de
diferentes maneras, como por via intravenosa, intraarterial, intratecal, oral y rectal.’’



El gadolinio es un metal de tierras raras altamente toxico que 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 estdn desarrollando numerosas nanoparticulas conjugadas con iones
paramagnéticos como el hierro, el gadolinio y el manganeso con diferentes formas, tamafios
y composiciones. El objetivo comun es producir moléculas que sean especificas para un
tejido u 6rgano y que, por tanto, proporcionen una alta resoluciéon de contraste para
indicaciones concretas y tengan menos efectos secundarios.’’

En los ultimos afios se ha pasado de la imagen de fluorescencia estructural y funcional a la
imagen de fluorescencia molecular, utilizando agentes fluorescentes mas especificos
(FIGURA 12). Las imagenes de fluorescencia molecular podrian utilizarse para muchas
aplicaciones relevantes para la cirugia oncoldgica, como la deteccion de lesiones tumorales
ocultas, la evaluacion de los margenes del tumor y la invasion locorregional, y el énfasis en
las estructuras vitales.>¢

Una estrategia diferente para rastrear activamente el tejido tumoral es el uso de trazadores
fluorescentes activables. El agente fluorescente es 6pticamente silencioso hasta que se activa,
a menudo a través de la escision enzimatica de la estructura principal (FIGURA 12).%¢

En la FIGURA 13 se muestran los disefios de nanoparticulas mas utilizados para la obtencion
de imagenes por fluorescencia en la investigacion preclinica. El primer y mas comun disefio
incorpora fluor6foros marcados en la superficie como vectores (FIGURA 13A). Otro diseio,
conocido como estructura "core-shell" (FIGURA 13B), utiliza un colorante fluorescente que
se carga en el centro de las nanoparticulas, con la cubierta exterior de la nanoparticula
marcada con anticuerpos, ligandos y péptidos. Algunos ejemplos de disefios de core-shell
son las micelas, las nanoparticulas cuanticas de dendrimero y QDs, y la nanomatriz
multicapa. Las ventajas de estos disefios incluyen la solubilizacion de los fluordforos
hidrofébicos y la proteccion de los fluordforos internos de la rapida degradacion y
excrecion.®

Un tercer disefio utiliza un colorante fluorescente concentrado y apagado dentro de las
nanoparticulas (FIGURA 13C) para mejorar la resolucion y la relacion entre el objetivo y el
fondo, con una sensibilidad potencialmente mayor en la obtenciéon de imagenes. En este
disefio, la nanoparticula absorbe la energia de los tintes fluorescentes como un interruptor
que mantiene la sefial en un estado "apagado" mientras estd en circulacion. Cuando las
nanoparticulas se concentran en el sitio objetivo, la nanoparticula se degrada por moléculas
como la caspasa, la proteasa y la DNasa, liberando el colorante de la nanoparticula y
aliviando el estado de apagado. La fluorescencia del colorante pasa asi a un estado
"encendido". Esta plataforma de disefio se ha aprovechado para detectar la actividad de las
proteasas, la apoptosis, los tumores y la inflamacion. El cuarto disefio es similar al anterior
(FIGURA 13D), sdlo que el colorante fluorescente se combina con una molécula de apagado
independiente, y luego la combinacién se incorpora a las nanoparticulas.*



Ademas, existe un disefio mas para la obtencion de iméagenes de fluorescencia basadas en
nanoparticulas que utiliza la transferencia de energia por resonancia de Forster (FRET)
(FIGURA 13E). La FRET es un proceso en el que la energia se transfiere de una molécula
donante a una molécula receptora, y la energia liberada crea fluorescencia.
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Figura 13. Diferentes estructuras y composiciones de nanoparticulas en imagenes biomédicas de fluorescencia. A: Tipo
de vector; B: Estructura de niicleo de NP; C: NP como amortiguador; D: NP conectada con fluoréforo y quencher, E:
NP de imagen de energia transferida por resonancia de Forster (flecha amarilla: nanoparticula; flecha roja: colorante
fluorescente; flecha azul: ligando; flecha gris: quencher; flecha curva amarilla: transferencia de energia; flecha curva
verde: luz de excitacion; flecha curva roja: luz de emision; MMP: metaloproteinasa de matriz)

Los agentes de contraste de la MRI ayudan significativamente a la deteccion de lesiones y a
la diferenciacion de los tejidos sanos. Los protones de hidrégeno desempenan un papel
fundamental en el mecanismo de la MRI, ya que todos los protones alinean su espin en una
direccién bajo el control de un campo magnético externo.*

El disefio estructural mas comin de los agentes de contraste de MRI en particulas de tamafio
nanométrico es una nanoparticula magnética con decoracion superficial. Se trata de una
estructura basica y sencilla, que puede utilizarse directamente o como material magnético
original para desarrollar nuevas nanoparticulas (FIGURA 14A). La nanoparticula de 6xido de
hierro superparamagnético (SP1O, por sus siglas en inglés) es un ejemplo de este disefio. Otro
disefio es una estructura de nucleo-céscara, con materiales magnéticos sintetizados como el
nicleo con materiales orgdnicos o inorganicos utilizados para la cascara (FIGURA 14B).
Ejemplos de esta estructura son las micelas y los dendrimeros.*

Un tercer disefo utiliza una estructura vectorial, con materiales magnéticos utilizados en la
adhesion de la superficie o la conexion del ligando a otras nanoparticulas (FIGURA 14C). La
modificacion de la superficie proporciona el contraste de la MRI, y la nanoparticula principal
puede tener otras funciones, como la obtencion de iméagenes por fluorescencia, la obtencion
de imagenes por CT y la carga de farmacos. Otros disefios utilizan una estructura mixta, con
materiales magnéticos cargados tanto en el centro como en la superficie de las nanoparticulas
para proporcionar un mayor contraste. Un ejemplo es el liposomal-gadolinio (FIGURA
14D).*



Figura 14. Diferentes estructuras de nanoparticulas para imagenes de MRI/CT. A: estructura basica; B: estructura core-
shell; C: estructura vectorial; D: estructura mixta; E: estructura core-shell. (Flecha negra: materiales de imagen MRI/CT;
Flecha azul: decoracion de la superficie)

Los agentes de contraste para CT desempefian un papel crucial en la distincion entre tejidos
con coeficientes de atenuacion similares. Actualmente, los agentes de contraste para CT
intravenosos se basan principalmente en el yodo.*®

Existen dos categorias de agentes de contraste para CT basados en la composicion de las
nanoparticulas. La primera incluye los agentes de contraste basados en el yodo. Las
nanoparticulas se utilizan como vectores para cargar yodo utilizando la clésica estructura
core-shell. El yodo se carga en el nucleo de la nanoparticula. La segunda categoria es la de
los agentes de contraste basados en metales, en la que las nanoparticulas se fabrican
utilizando diversos metales con altos coeficientes de atenuacion de los rayos X. Los metales
utilizados en esta categoria son el oro, el 6xido de tantalio y el didéxido de circonio.*

Los agentes de contraste de ultrasonido se han desarrollado para aumentar las diferencias de

sefial acustica entre los tejidos normales y las lesiones objetivo. Los actuales agentes de

contraste por ultrasonidos disponibles en el mercado consisten en microburbujas de entre 1
35

y 8 um.

En funcion de su composicion, existen tres tipos de agentes de contraste de nanoparticulas
que se utilizan actualmente para la obtencion de imagenes por ultrasonidos. El primer tipo
utiliza gas (microburbujas) para crear fuertes reflexiones actsticas, y es el material mas
comun que se convierte en agentes de contraste para US. El segundo tipo utiliza un disefio
de nanoparticulas de base solida con sefiales acusticas de dispersion relativamente altas, a
menudo mediadas por la forma de las nanoparticulas. El ultimo tipo es una nanoparticula de
base liquida.>’

El radionuclido comun para la tomografia computarizada por emision de foton Unico
(SPECT) en uso clinico es el Tecnecio-99 m con una vida media de 6 horas. Otros
radionticlidos utilizados en las nanoparticulas son el indio-111, el yodo-123, 125y 131, y el
oro-198, 199.%

Para los trazadores de imagenes PET/SPECT de nanoparticulas se necesitan nuclidos con
una vida media razonablemente larga. El radioisotopo comtinmente utilizado para la PET en
la practica clinica es el flior-18, con una vida media de 109.8 minutos, que suele ser



demasiado corto para aplicarlo en nanoparticulas debido al tiempo necesario para su
preparacion y captacion celular. Por ello, se necesitan otros nucleidos con vidas medias mas
largas para preparar diversas NPs. Algunos ejemplos son el cobre-64 con una vida media de
12.7 horas, el indio-111 con una vida media de 2.8 dias y el yodo-124 con una vida media de
4.2 dias.®

En relacion con los agentes de contraste convencionales, las nanoparticulas han demostrado
mejorar la intensidad de la sefial, la capacidad de focalizacién y un mayor tiempo de
circulacion tanto in vitro como en modelos de enfermedades animales, especialmente para el
diagnostico y la terapia del cadncer. 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 prometedora.®

2.4. Agente monoclonal

Los anticuerpos son glicoproteinas que se encuentran en el plasma y en los fluidos
extracelulares. Son los principales efectores del sistema inmunitario adaptativo, y se
producen en respuesta a moléculas y organismos (como bacterias, virus, moléculas extrafias
y otros agentes) que son neutralizados y/o eliminados por éstos. Esta respuesta es un
mecanismo clave utilizado por el organismo anfitrién para protegerse contra la accion de
moléculas u organismos extrafios. Son secretadas por los linfocitos B especializados (células
plasmaticas) y también pueden denominarse inmunoglobulinas (Ig), ya que contienen un
dominio estructural que se encuentra en varias proteinas.*?

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 plasmaticas que sintetizan predominantemente
anticuerpos.*?

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) se definen como "moléculas producidas en el
laboratorio y disefiadas para servir como anticuerpos sustitutos que pueden restaurar, mejorar
o imitar el ataque del sistema inmunitario a las células cancerosas" al unirse a los antigenos
que se encuentran en la superficie de las células cancerosas.*® Los anticuerpos monoclonales
son producidos por un solo clon de células B y se dirigen a un epitopo especifico de un
antigeno.*!

Los anticuerpos son productos bioldgicos 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 constar de dos etapas
principales (i) el procesamiento ascendente, que se basa en la produccién de anticuerpos por
lineas celulares derivadas de células de mamiferos; y (ii) el procesamiento descendente, que
consiste en la recuperacion, purificacion y aislamiento de los mAbs a partir de las células y
los restos celulares, el medio de procesamiento y otras impurezas.*?



La produccion y liberacion de anticuerpos por parte de las células plasmaticas forma parte
de la respuesta inmunitaria normal del organismo ante una sustancia o toxina extrafia. Los
cientificos desarrollaron un método para disefiar anticuerpos como método para atacar a las
células cancerosas. Los anticuerpos monoclonales, también conocidos como mAbs, son
sustancias desarrolladas en un laboratorio que buscan y se unen a proteinas especificamente
seleccionadas en cualquier lugar del cuerpo.*

Los anticuerpos estan formados por cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas ligeras
idénticas y dos cadenas pesadas idénticas, que estan unidas por puentes disulfuro formando
una estructura similar a la forma de una Y (FIGURA 15).** Funcionalmente, los anticuerpos
se dividen en dos partes; los dos brazos de la estructura en forma de Y contienen los sitios de
union al antigeno y se denominan region de union al antigeno del fragmento (Fab), que varia
seglin el antigeno que se le una,*® junto con la base de la estructura en forma de Y que media
la sefializacion inmunolédgica de los anticuerpos y se denomina region cristalizable del
fragmento (Fc), que es la responsable de unir el anticuerpo con las células que participan en
la respuesta inmunitaria.*> El brazo Fab de un anticuerpo IgG 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 Fab viene determinada por las regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) dentro de los dominios variables. Estas CDRs
tienen la mayor variacion de secuencia dentro de los anticuerpos, y esta caracteristica da lugar
a la diversa gama de especificidades de los antigenos.**

Tanto las cadenas ligeras como las pesadas estan compuestas por dominios variables y
constantes, cada uno con funciones diferentes. Los dominios variables determinan la
especificidad del antigeno, y los dominios constantes determinan la clase de inmunoglobulina
(Ig). En el caso de las cadenas ligeras, el dominio constante difiere dependiendo de si estan
codificadas por los genes j o k. Del mismo modo, el dominio constante de la cadena pesada
varia con 5 genes (v, |, o, 3 y €), y esto determina la clase general de anticuerpos (IgG, IgM,
IgA, IgD e IgE, respectivamente).**

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 isotipo utilizado en
la terapia contra el cancer.*
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Figura 15. Estructura de los anticuerpos: Los anticuerpos estan formados por cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas
ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas, unidas por puentes disulfuro. Las cadenas pesadas constan de un
dominio variable (Vu) seguido de un dominio constante (Cul), una region bisagra y otros dos dominios constantes (Cn2
y Cu3). La cadena ligera tiene un dominio variable (VL) y otro constante (CL). Los dos brazos de la estructura en forma
de Y contienen los sitios de union al antigeno, la region de union al antigeno del fragmento (Fab), junto con la base de
la estructura en forma de Y denominada region cristalizable del fragmento (Fc). La especificidad del antigeno en la
region Fab viene determinada por las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) dentro de los dominios
variables

Dentro del sistema inmunitario, una de las principales funciones de los anticuerpos es
neutralizar agentes patdgenos como bacterias y virus. Las CDR de las regiones variables de
un anticuerpo reconocen una estructura molecular especifica de un antigeno, denominada
epitopo, presente en el patdogeno. Debido a la naturaleza aleatoria de la generacion de
anticuerpos en el desarrollo de cada célula B individual, hay millones de células B circulando
en cualquier momento que reconocen cada una un antigeno diferente. Una vez que una célula
B encuentra un patégeno invasor con su epitopo unico, se somete a la maduracioén con la
ayuda de células T especificas y produce grandes cantidades de anticuerpos solubles.
Multiples células B reconoceran diferentes epitopos presentes en el patogeno, por lo que se
produciran muchos anticuerpos diferentes. Una vez producidos, estos anticuerpos se unen a
su antigeno en la superficie de la bacteria o el virus para neutralizar el patdgeno y marcarlo
para su destruccion por parte de las células efectoras de la inmunidad innata.**

2.4.1. Clasificacion y tipos de mAbs
Existen cuatro clasificaciones de mAbs: murinos, quiméricos, humanizados y humanos. La
estructura de los mADbs se representa en la FIGURA 16.%
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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 la hipoxantina-guanina-
fosforibosiltransferasa. Las reacciones alérgicas son comunes en los seres humanos,
con un beneficio potencial limitado debido a su corta vida media.

Quimérico: Aproximadamente un 65% de derivado humano, 35% de derivado
murino, utiliza la region variable especifica del antigeno murino y las cadenas pesadas
y ligeras del humano. Demuestra una vida media prolongada en humanos con una
inmunogenicidad reducida; sigue siendo capaz de inducir anticuerpos contra el
farmaco.

Humanizado: Las regiones hipervariables murinas de las cadenas ligeras y pesadas
se fusionan en un marco de Ab humano; aproximadamente 95% humano. Ha
disminuido la producciéon de anticuerpos antidroga; limitaciones porque el proceso
de creacion es dificil.*?

Humano: Anticuerpos monoclonales totalmente humanos. Menos antigénicos y
mejor tolerados; parecen tener la vida media més larga en humanos.

o 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 casos, estas moléculas se adhieren
a los antigenos de las células cancerosas.



o mAbs conjugados: Combinacion de un mAb con un agente
quimioterapéutico o con una particula radiactiva. Sirve como mecanismo de
administracién y minimiza el dafo a las células normales por los agentes
quimioterapéuticos o la particula radiactiva unida al mAb.

o mADbs biespecificos: Es una combinacion de dos mAbs diferentes que permite
que el mAb se adhiera a dos antigenos diferentes al mismo tiempo. Uno de
ellos es la proteina que se encuentra en las células cancerosas, y el otro es una
proteina que se encuentra en las células inmunitarias.

2.4.2. Mecanismo de accion

Los anticuerpos utilizados en la terapia del cancer tienen varios métodos para mediar en la
muerte de las células tumorales, que estan intimamente relacionados con la funcién nativa
del antigeno objetivo (FIGURA 17). Pueden actuar directamente sobre las células tumorales
mediante el bloqueo de los receptores de factores de crecimiento necesarios para el
crecimiento del tumor, como los miembros de la familia ErbB.*
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Figura 17. Mecanismos de accion de los anticuerpos monoclonales: (a) Destruccion de células tumorales mediada por
el sistema inmunitario mediante la activacion del complemento, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC), la inhibicion de receptores inhibidores de células T como el antigeno 4 asociado a linfocitos T citotoxicos
(CTLA4) y la induccion de la fagocitosis; (b) la destruccion de células tumorales mediante la inhibicién de la
dimerizacion, la activacion de quinasas y la sefializacion descendente que conduce a la reduccion de la proliferacion y la
apoptosis; (c) los anticuerpos conjugados para liberar cargas toxicas como un farmaco, una toxina, un ARN de
interferencia pequefio o un radiois6topo en células tumorales que inducen la muerte celular

Para la orientacion ideal de los antigenos asociados a los tumores (TAA, por sus siglas en
inglés), lo que se requiere es un antigeno de la superficie celular del tumor que esté mutado,



sobreexpresado o expresado selectivamente en comparacion con el tejido normal. Ademas
de la expresion, la funcion del antigeno y el efecto sobre la sefializacion 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 soporte del
mismo, como la vasculatura, el estroma y la matriz extracelular en el microambiente tumoral,
también proporcionan objetivos potenciales para limitar el crecimiento o inducir la muerte
de las células tumorales.**

Las células tumorales recubiertas de anticuerpos son reconocidas por las células inmunitarias
mediante interacciones con receptores especificos de su superficie celular y desencadenan
funciones efectoras celulares. Esta interaccion estd mediada por el dominio Fc del anticuerpo,
que contiene sitios de union especificos para los receptores de la superficie de las células
inmunitarias. Estos se conocen como receptores Fc (FcR), que se expresan en una variedad
de células efectoras inmunitarias. Las células asesinas naturales (NK) son las que gozan de
mayor reputacion entre las células efectoras antitumorales, ya que han demostrado ser los
principales mediadores de la citotoxicidad mediada por células dependientes de antigenos
(ADCC). La ADCC se desencadena cuando el dominio Fc del anticuerpo terapéutico unido
es reconocido por el receptor Fc gamma Illa (FccRIIIa) en la superficie de las células NK e
implica la liberacion de factores citotdxicos, como la perforina, que provocan la lisis de la
célula tumoral.**

Las células tumorales opsonizadas pueden ser fagocitadas mediante el acoplamiento de los
Fc v Rs, y ademas de la eliminacion de la célula diana, puede producirse la presentacion del
antigeno para activar las células T. El proceso de engullir una célula tumoral recubierta de
anticuerpos se denomina fagocitosis celular dependiente de antigeno (ADCP) e implica la
participacion de los Fc y Rs activadores. Esto podria proporcionar a los pacientes una
inmunidad a largo plazo contra los tumores mediante la induccion del sistema inmunitario
adaptativo en forma de células T de memoria antitumoral. Este vinculo entre el sistema
inmunitario innato y el adaptativo mediante la administracion pasiva de anticuerpos
antitumorales se denomina efecto vacunal y durante mucho tiempo se ha considerado el santo
grial de la terapia con anticuerpos. Una funcion adicional de los anticuerpos mediada por Fc
es la de activar el sistema del complemento a través de una serie de pequeiias proteinas que
se encuentran en la sangre. Esto implica el reclutamiento de estas proteinas para formar un
complejo en la superficie del patdogeno. Este complejo cumple tres funciones principales:
potenciar la fagocitosis, reclutar células inmunitarias y formar un complejo de ataque de
membrana (MAC) que lisar el objetivo.**

Cuando se utilizan mAbs en oncologia, existen varios mecanismos de accion para destruir
las células cancerosas (FIGURA 18). Estos mecanismos incluyen impedir las cascadas de
supervivencia de las células tumorales, inhibir el crecimiento del tumor interfiriendo en la
angiogénesis tumoral, eludir la muerte celular programada y evadir los puntos de control
inmunitarios. Algunos de los diferentes mecanismos de accion son los siguientes:*?



1) Eliminacion 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 que conduce
a la muerte celular. También puede ser estimulada por la actividad antagonista del receptor
"como un anticuerpo que se une a un receptor de la superficie celular y bloquea la
dimerizacion, la activacion de la quinasa y la sefializacion descendente, lo que conduce a la
reduccion de la proliferacion y la apoptosis". Un mAb que se une a una enzima puede
conducir a la neutralizacion y la apoptosis, mientras que los anticuerpos conjugados pueden
utilizarse para entregar una carga util, como un farmaco, a la célula tumoral.*

2) Eliminacion de células tumorales mediada por el sistema inmunitario
En este contexto, el sistema inmunitario buscara las células cancerosas y las destruird. Este
tipo de muerte celular puede llevarse a cabo mediante la iniciacion de uno de varios
mecanismos. Estos mecanismos incluyen:*

a) Fagocitosis

b) Activacion del complemento

c) Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)

d) Células T modificadas genéticamente que se dirigen al tumor mediante un fragmento
variable de cadena tinica

e) Células T que se activan mediante la presentacion cruzada del antigeno 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 muchas opciones. Estas incluyen:*

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

c) entrega de una toxina a las células estromales

d) entrega de una toxina a la vasculatura
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Figura 18. Mecanismo de accién del anticuerpo monoclonal

2.4.3. Aplicaciones y relevancia de anticuerpos

Tras el descubrimiento de los anticuerpos y sus funciones, se comprendié que podrian ser
eficaces para el tratamiento y el diagnostico de los canceres. Dado que los anticuerpos son
exclusivamente especificos para su antigeno diana, podrian utilizarse para dirigirse
directamente a los tumores que expresan el antigeno.**

Su alta especificidad es una excelente ventaja para fines terapéuticos, ya que los mAbs solo
pueden interactuar con una sustancia especifica. Esta especificidad es también muy atractiva
para numerosos ensayos clinicos y pruebas de diagnostico de laboratorio, como la deteccion
e identificacion de analitos, marcadores celulares, patogenos, entre otros.*?

Por ultimo, una ventaja adicional de los mAbs esté relacionada con el hecho de que, una vez
generado el hibridoma deseado, los mAbs pueden producirse a través de una fuente constante
y renovable, lo que permite un suministro continuo y reproducible de anticuerpos.**

A nivel de diagnostico, los anticuerpos IgG son agentes de reconocimiento biologico ideales,
por lo que se han utilizado en numerosas técnicas analiticas, como Western Blotting
(inmunotransferencia), inmunohistoquimica, inmunocitoquimica la inmunoprecipitacion, el
ensayo inmunoenzimatico (ELISA), las micromatrices de anticuerpos, la
inmunoescintigrafia, los ensayos radioinmunologicos, los analisis de citometria de flujo, los



inmunosensores, las reacciones en cadena de la inmunopolimerasa (IPCRs, por sus siglas en
inglés) y las IPCRs en tiempo real. Estos anticuerpos también se utilizan como herramientas
importantes en la cromatografia de inmunoafinidad, en la identificacién y localizacion de
proteinas intracelulares y extracelulares, y se emplean para la deteccion de patdgenos,
adulterantes, toxinas y/u otros residuos (firmacos, sustancias quimicas o pesticidas) en
productos alimentarios y en el analisis/seguimiento medioambiental.**

Por lo que respecta a sus aplicaciones terapéuticas, los mAbs presentan un gran potencial
para su uso en inmunoterapia pasiva. La inmunidad pasiva se confiere mediante la
transferencia de anticuerpos especificos contra un patdégeno concreto a un huésped, y se
distingue de la inmunidad activa porque, en este ultimo caso, la inmunidad se confiere
mediante la respuesta del huésped a un antigeno patéogeno determinado, como se representa
en la FIGURA 19.%

| activa

i == ~ 5 Inmunidad :
|s|-’l T ‘rest.auradal

1 Anticuerpos especificos |
I | para el patogeno !

I Inmunidad b et R 4 koo §
| bgde  f 0 D ETEEEREEE RN e e o
S el o
’IS" )
e e T e _ %3-\\
| Especificidad ;| Memoria
______ s Y
| Administracion de '
| anticuerpos aun ' jrmm———
lindividuo no afectado® 1 Inmunidad
i ! TN ! : : 3 restaurada
I si T | | [ '

Figura 19. Inmunidad activa frente a inmunidad pasiva

Los anticuerpos también pueden utilizarse para administrar una carga util directamente en el
lugar del tumor gracias a la especificidad tnica de su TAA. Estos conjugados de anticuerpos
pueden utilizarse para administrar un farmaco, una toxina, un pequefio ARN de interferencia
(siRNA) o incluso un is6topo radiactivo en un enfoque dirigido que a menudo da lugar a una
mayor eficacia y una menor toxicidad.*

Los mAbs ofrecen un tratamiento alternativo a los pacientes con cancer que han fracasado o
progresado con la quimioterapia estdndar. El descubrimiento de estas moléculas ha
revolucionado la lucha contra el cancer, al permitir enfoques mas directos para eliminar las
células cancerosas dirigiéndose a antigenos especificos de esas células.*



3. Metodologia

La presente investigacion tiene lugar en la Facultad de Ingenieria de la Universidad
Auténoma de Querétaro en Campus Aeropuerto (FI-CA) en el laboratorio de materiales
funcionales y nanoestructurados con el apoyo del Dr. Eduardo Elizalde.

La metodologia implementada consiste en tres fases: 1) sintesis y caracterizacion de los
puntos cudnticos de AgxS; 2) funcionalizacion y caracterizacion de estos; finalmente, 3)
pruebas in vitro e in vivo para probar el nanosistema generado para la deteccion de cancer de
mama.

3.1. Sintesis, caracterizacion y funcionalizacion de puntos
cuanticos de Ag;S

3.1.1. Sintesis

La sintesis de los QDs de Ag>S tendrd como sede de desarrollo el laboratorio de materiales
funcionales y nanoestructurados ubicado en campus aeropuerto. Previo a la generacion de las
soluciones precursoras, el material utilizado debera lavarse, asimismo, secarse con alcohol,
el manejo del material tras haber sido secado, requiere rigorosamente su manipulacion con
guantes, y de este modo evitar contaminacion por contacto, al concretar el paso mencionado
se continuard a preparar las cuatro soluciones que requeridas para la sintesis de los QDs de
Ag>S (NOTA: se deberd utilizar agua bidestilada para todas 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) 1 L de solucion de CTAB monobasico a 20 mM. (Sol. B)

3) 0.5 L de solucién de nitrato de plata (AgNO3) al 0.1 mM. (Sol. C)
4) 0.5 L de solucion de sulfuro de sodio (NazS) al 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 sometera a una etapa de sonicacion, dicho
proceso se generara a través de un homogeneizador sénico de mano con un sonotrodo de
diametro de 80 mm a una potencia de 45W y un snap del 1%. Esta mezcla se dejara bajo
dichas condiciones hasta alcanzar una temperatura de 35 °C. Dado este punto se afiadiran 50
mL de la Sol. C (esta adicion deber ser continua y por las paredes del recipiente), el proceso
de sonicacion debe cumplir con las condiciones preestablecidas y permanecera hasta alcanzar
una temperatura de 50°C. Para estas instancias se debera agregar a la mezcla 50 mL de la
Sol. D a una tasa de 1 gota por cada 5 segundos, en el momento que se afiade a la mezcla la
ultima gota debera realizarse un conteo dependiendo el didmetro de QDs que se espera 5, 7,
13 y 18 min (tamano promedio de los QDs 2, 5, 8, 10 nm); concluyendo el periodo de tiempo
se detiene el homogeneizador sonico.

La mezcla resultante debera enfriarse a temperatura ambiente, cuando su temperatura ronde
entre los 25°C a 30°C, se centrifugard a 7000 rpm por 10 minutos,” a continuacion se



decantara y el s6lido obtenido sera resuspendido en una solucion 40:60 de agua con PBS y
se almacenara en un frasco &mbar a una temperatura de 4°C.*

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

La caracterizacion del material tendrd como objetivo obtener informacion necesaria de este
para entonces poder sustentar su uso y caracteristicas a través de los datos generados; en
primera instancia, es necesario determinar el tamafio de particula, el cual se determinara por
medio de la microscopia electronica de barrido (TEM, por sus siglas en inglés);*” asimismo
para este analisis las muestras seran preparadas por medio de la técnica de fundicion por gota,
se situard una gota de la solucién de QDs en etanol sobre una rejilla de cobre recubierta de
carbono, el disolvente sufrird una evaporacion a temperatura ambiente.

Para la determinacion de las caracteristicas Opticas se hard valer de la técnica de
espectroscopia UV-vis,*®* utilizando una concentracion de 20 mM en la solucién 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 en NIR-I a temperatura ambiente, la fuente
de excitacion serd un laser de 785 nm.>*!

3.1.2.2. Caracterizacion de los QDs funcionalizados.

Al igual que en los QDs carentes de funcionalizacion se implementarda TEM para la
determinacion del tamano de los QDs funcionalizados aplicando la misma metodologia para
la elaboracion de las muestras. Para ratificar la funcionalizacion del sistema se medira el peso
molecular utilizando un Zetasizer, midiendo la absorcién a 562 nm.> Este proceso se lleva a
cabo por triplicado.

La caracterizacion optica se desarrollara bajo los mismos parametros ya establecidos en la
seccion precedente. Por otro lado, se incorporard un andlisis de espectroscopia infrarroja de
la transformada de Fourier, buscando analizar la presencia de grupos funcionales especificos
en los QDs funcionalizados. Para finalizar, se usara el Zetasizer con el fin de evaluar la
propiedad de carga superficial de los QDs funcionalizados a diferentes pH (3,5,7,9y 11)y
se determinara el potencial Z.>*>*

3.1.3. Funcionalizacion de los QDs

Este procedimiento se divide en dos partes: 1) la preparacion de la superficie de los QDs;
para la cual debe considerarse la implementacion de cuatro tipos de anticuerpos
monoclonales, de forma que seran requeridas cuatro soluciones de puntos cudnticos con la
superficie activada (QDs act).

NOTA: Previo a la preparacion de las soluciones precursoras, el material utilizado debera
lavarse y ser secado con alcohol, el manejo del material ya seco debera ser estrictamente con
guantes con el proposito de evitar contaminacion por contacto.



Para la elaboracién de la solucion de QDs act., son imperativas las soluciones mpostradas a
continuacion:

1) 400 mL de solucion de QDs de Ag>S a 60 mM. (Sol. E)
2) 10 mL de solucion de 1,1-carbonildiimidazol (CDI) a 0.05 mM (Sol. F)
3) 40 mL de solucion de albimina de suero bovino (BSA) a 45 mM (Sol G)

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 agitacion magnética, la temperatura debera
regularse a 55°C y se mantendra reaccionando por 30 minutos con una agitaciéon promedio
de 300 rpm.>* Ulteriormente, la mezcla anterior se expone a temperatura ambiente para su
enfriamiento, a continuacion, se le afiadiran los 40 mL de la Sol. G y se conservard en
reaccion por 2 horas a temperatura ambiente y una agitacion media de 50 rpm.>*3

Para la segunda parte seran utilizados cuatro tipos de anticuerpos monoclonales, los cuales
son:

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

b) ER-beta-1 receptor de estrogeno anticuerpo monoclonal (ERB455). (Anti B)
c) PR-AT 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 biofuncionalizacion de los QDs en funcién a su didmetro
del modo sucesivo:

1) QDs de diametro 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 didametro 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 condiciones
de ausencia de luz a una velocidad media de 150 rpm durante 30 minutos.>*

Por ultimo, en otro vaso de precipitado se depositaran 100 mL de la solucion de QDs act. y
se pondra en agitacion constante a una velocidad media de 50 rpm a temperatura ambiente y
a esto se le adicionaran la solucion de anticuerpos monoclonales oxidados y se dejara en
reaccion por dos horas. Las muestras resultantes se lavan mediante triplicado con agua
destilada y se almacenan a 4 °C en condiciones de ausencia de luz.>***

3.2. Pruebas in vitro



Las pruebas in vitro del sistema nanoestructurado y su interaccion con células se llevaran a
cabo en el Ilaboratorio de Neuroinmunoendocrinologia en campus aeropuerto.
Precedentemente a inicializar la investigacion en las instalaciones del laboratorio, es
imprescindible vestir pijama quirrgica y guantes de forma continua, queda restringido el
uso de joyeria de cualquier tipo mientras se realice algun procedimiento que involucre la
manipulacion de materia bioldgica o materiales que se ocuparan para esta actividad, todo el
material utilizado debe estar esterilizado y previamente a su uso debe rociarse con una
solucion de alcohol al 5% para descartar la contaminacion ambiental.

Para los cultivos celulares se ocuparan placas de 96 pozos a una densidad celular de 10,000
células por pozo (esta densidad debe ser determinada por conteo directo mediante una camara
de Neubauer), por cada analisis a efectuar seran usadas dos placas; igualmente se emplearan
cuatro soluciones en diferentes concentraciones por cada nanosistema planteado (estos
nanosistemas se definieron en la seccion 3.1.2), las concentraciones a manejar son 100, 50,
25y 10 uM (NOTA: estas disoluciones deben hacerse en PBS).

Para cada pozo sera afadido 100 pL de la solucion 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 CO> al 5% y humedad del
95%,>>>° 1a estructura de las placas de cultivo es presentada en la FIGURA 20.
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Figura 20. Configuracion de las placas para el cultivo celular

Finalmente, es relevante indicar el uso de células modelo para esta investigacion, las cuales
pertenecen a la linea celular MCF-7.

e Adherencia celular

Para este ensayo debe tomarse en cuenta la recuperacion del medio de cada pozo, y la
recuperacion del sobrenadante. El medio recobrado sera examinado por medio de la técnica
de UV-vis para extraer la concentracion de QDs funcionalizados en el medio, que de haber
presentado adherencia celular, deberia ser menor que la inicial,® las lecturas se deberan hacer



a 545 nm (este valor puede presentar variabilidad, en funcién de lo que concluyan las pruebas
Opticas realizadas al nanosistema correspondiente) y mediante microscopia Optica se
evidenciard si existe adherencia en las células, ya que de presentarse 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 de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) disuelta en medio DMEM suplementado.’’

Tras la obtencion de la solucion, de las placas de cultivo celular que ya contienen QDs
funcionalizados, se les extraera todo el medio de cultivo por aspirado, habiendo sido
aspirado, se adicionan 100 uL. de MTT a cada pocillo de cultivo y se mantiene en incubacion
durabte un intervalo de 4-7 h a 37°C con una concentracion de CO; al 5% y humedad del
95%,%? durante este periodo, se debe dar seguimiento en el microscopio para inspeccionar
la formacion de los cristales de formazan, es decir, cuando ocurra la formacion de un
precipitado de color morado. El formazan es diluido al suprimir el medio con las sales de
MTT y agregar 100 pL de dimetil sulfoxido (DMSO). Para finalizar, la placa se inserta en el
lector de microplaca, con una agitacion posterior durante 10 segundos y se ejecuta la lectura
de absorbancia (densidad 6ptica) a 570 nm.>’

En vista de las lecturas de absorbancia se prosigue al célculo la viabilidad celular de acuerdo
con la ecuacioén 1 (Ec. 1).5?

Absorbancia de los PC con las células

Viabilidad celular (%) =

(1

Con base a los resultados se computa el promedio y la desviacion estandar, reconociendo asi
el nivel de citotoxicidad con base a las ISO 10993 donde sobresale la clasificacion de
citotoxicidad con base al porcentaje de viabilidad celular: 100-75%: No citotoxico, 74-50%:
Ligeramente citotoxico, 49-25%: Moderadamente citotoxicos, 24-0%: Extremadamente
citotoxico.>? Dada la situacion en que los QDs reduzcan mas del 50% de la viabilidad celular
se cuantifica la concentracion citotoxica media (CC50) [Diferencia de dosis*diferencia de
porcentajes (50-%superior/50-% inferior) +Dosis identificada=CC50].>*

Absorbancia de las celulas control

[ r [
4. Hipotesis
El uso de puntos cudnticos a base de Ag:S funcionalizados con marcadores tumorales,

facilitara la sensibilidad para la identificacion de células cancerosas mamarias con el fin de
realizar una deteccion temprana por medio de técnicas de fluoroscopia.

5. Objetivos
5.1. Objetivo general

Obtener puntos cuanticos de Ag>S funcionalizados con marcadores tumorales para la
identificacion de cancer de mama.



5.2. Objetivos especificos

1) Sintetizar por medio de sonoquimica QDs de AgS y caracterizarlos

fisicoquimicamente por medio de UV-vis, TEM y dispersion de luz dindmica.
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

humectacioén quimica.
4) Caracterizar a través de UV-vis, TEM, dispersion de luz dindmica e IR.
5) Evaluar la viabilidad, citotoxicidad y adhesion celular.

6. Cronograma
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7. Resultados
7.1. TEM

Figura 21. Micrografia en TEM de nanoparticulas de Ag:S sin surfactante en estado de aglomeracion a escala de 100
nm

En la FIGURA 21, se puede observar la micrografia de las particulas de Ag>S sin el control
del uso de surfactante, de manera general las particulas no son homogéneas en forma y
tamafio derivado del mismo proceso, también se destaca una notoria aglomeracion de estas,
notandose zonas con mayor densidad de color en la micrografia, lo cual nos sugiere que el
material no es estable en su energia superficial y por tal motivo tiende a aglomerarse lo cual
puede ser una desventaja para el uso que se requiere de estas particulas.
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Figura 22. Analisis estadistico de la distribucion y tamafio de particulas del proceso de sintesis en ausencia de
surfactante. Media de 19 nm de diametro

En la FIGURA 22 se tiene el analisis de la micrografia de la FIGURA 21, se puede observar en
la FIGURA 22%, ¢l histograma de las particulas; se tomd una muestra de 50 mediciones
tomando la distancia mas larga de las particulas como parametro de didmetro. Se puede ver
que cerca del 50% de la muestra se sitia en el rango de tamafio de los 15 a los 20 nm, al
realizar una analisis detallado de los datos y usando el modelo estadistico de caja y bigotes
(FIGURA 22%), se puede ver que la mayoria los datos, como confirma el histograma, se 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 parte del limite superior, este se
puede deber a que, como se menciono anteriormente no se tiene un control en el crecimiento
de las particulas al no hacer uso de un surfactante que restrinja la cinética de reacciéon y
permita la modulacion de crecimiento de particula.

Figura 23. Micrografia en TEM de nanoparticulas de Angnco-n surfactante a escala de 50 nm

La FIGURA 23 muestra la micrografia de las particulas de Ag>S ahora con la presencia de
surfactante, el cual tiene interferencia directa en la estabilidad de las particulas, su tamaio,
forma y dispersion, asi como su reactividad y propiedades superficiales. Por lo cual en
comparativa con la FIGURA 21, presenta zonas oscuras minimas, ya que existe una mejor
dispersion de estas. Cabe destacar que la aglomeracion se reduce considerablemente, asi
como el tamafio de las particulas. Incluso en cuanto a morfologia se refiere lucen mas
uniformes, de modo que podemos afirmar que el surfactante nos permite tener un mejor
dominio sobre las caracteristicas de nuestras particulas.
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Figura 24. Analisis estadistico de la distribucion y tamafio de particulas del proceso de sintesis con presencia de
surfactante. Media de 6.9723 nm de diametro

La FIGURA 24 corresponde al andlisis de la micrografia de la FIGURA 23, empleandose 50
datos de la micrografia correspondiente, como se menciono y realiz6 anteriormente; se
generd el histograma de la FIGURA 24*, el cual revela que el tamano promedio de las
particulas oscila entre el rango de 6-7 nm. Haciendo uso complementario del modelo
estadistico de caja y bigotes FIGURA 24" s¢ puede examinar que la mayoria de los puntos
recae en la zona de entre 5.655 a los 6.8325 nm, con una media de 6.9723 nm de didmetro.
Cabe destacar que no existen valores fuera de rango en este grafico, asumiendo al surfactante
como responsable de mejores valores de tamafios y uniformidad de particulas.
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Figura 25. Micrografia en TEM de nanoparticulas de AgzS co

Ademas de la influencia del surfactante sobre los productos de la sintesis, la cavitacion es
otro parametro que afecta la cinética de crecimiento de las particulas, el cual podriamos



definir como el proceso mediante el cual se forman burbujas en un liquido sometido a
ultrasonido, y estas burbujas pueden colapsar violentamente, generando altas temperaturas y
presiones locales. Entre las consecuencias de aumentar la cavitacion estan el aumento de la
velocidad de reaccion; mejora en la dispersion de los reactivos; cambios en el tamafio y la
morfologia de las nanoparticulas. Los efectos de este fendémeno se muestran en la FIGURA
25. Inicialmente se manejo una cavitacion de 80 para las primeras sintesis de Ag>S con
presencia y ausencia de surfactante (FIGURAS 21 Y 23, respectivamente); sin embargo, la
micrografia de la FIGURA 25 presenta los productos de la sintesis de particulas de Ag>S a una
cavitacion de 95%. Con base a la micrografia es posible conjeturar que, a mayor cavitacion;
y, por ende, una mayor administracion energética al sistema, existe una mejor dispersion de
las particulas, asi como una mayor homogeneidad, abarcando una mayor area superficial.
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Figura 26. Andlisis estadistico de la distribucién y tamafio de particulas del proceso de sintesis con presencia de
surfactante. Media de 5.7665 nm de didmetro

De acuerdo con la FIGURA 26* como parte del estudio de la micrografia de la FIGURA 25 se
determina que el tamafio promedio de las particulas se ubica en el rango de 6-7 nm como
sucedio en el andlisis anterior (FIGURA 24); pero la diferencia es evidente en cuanto a los
tamanos maximos y minimos, siendo mas finos en este ultimo caso, con un tamafo minimo
de particula de 2 nm y un tamafio maximo de 9 nm. Conforme a la FIGURA 26", exhibe que
las condiciones manejadas para esta sintesis provocaron que existiera una mayor cantidad de
puntos en el tercer cuartil en el rango entre 6.0075-6.891 nm. El didmetro promedio es de
5.7665 nm. Es notable el incremento en la estabilidad y homogeneidad de las particulas con
respecto a las anteriores. Por lo que las variables del surfactante y la cavitacion juegan roles
importantes en las caracteristicas principales de las particulas como lo son, mas
evidentemente, el tamafio y la dispersion.

7.2. SEM



Ag2S3Mn 30.0kV 7.9mm x25.0k SE(UL) '2.00pm |

Figura 27. Micrografia por SEM de nanoparticulas de Ag:S con surfactante al 3% de Mn; a escala de 2 pm y aumento
de x25

En la FIGURA 27 se aprecia la morfologia de las particulas de Ag>S, que revela una evidente
aglomeracion de particulas al presentar un cimulo de textura rugosa. Lo cual tiene una
correlacion directa con el método de sintesis (sonoquimica) y las propiedades de los reactivos
que tienen lugar, e.g.: la sonoquimica puede causar agitacion mecanica intensa, esto favorece
la nucleacion y crecimiento de las nanoparticulas. Las condiciones de cavitacion pueden crear
condiciones de alta energia que promueven la formacién de superficies rugosas en las
particulas; los reactivos utilizados pueden interactuar de manera compleja en presencia de
ultrasonidos, con la posibilidad de generar especies intermedias o productos secundarios que
afectan la morfologia de las nanoparticulas y favorece la formacién de estructuras rugosas;
la alta energia proporcionada por la sonoquimica puede generar pardmetros que promuevan
un crecimiento no uniforme de las nanoparticulas; la nucleacion y el crecimiento de las
nanoparticulas pueden ocurrir en sitios especificos, dichos sitios pueden estar influenciados
por factores como la presencia de impurezas, la agitacion local y la concentracion de
reactivos.



Ag2S3Mn 30.0kV 7.9mm x50.0k SE(UL) '1.00pm |

Figura 28. Micrografia por SEM de nanoparticulas de Ag:S con surfactante al 3% de Mn; a escala de | pm y aumento
de x50

La FIGURA 28 proporciona un acercamiento mas profundo, en el cual se aprecia con mayor
detalle las propiedades superficiales de las particulas, donde se nota que son cimulos y capas
del material, este fendmeno pudo deberse a que la muestra se recubrid con oro y quiza esto
pudo generar como un empaquetamiento de las particulas con la capa de oro simulando ser

una sola particula.



Ag2S3Mn 30.0kV 7.9mm x100k SE(UL) 500nm

Figura 29. Micrografia por SEM de nanoparticulas de Ag>S con surfactante al 3% de Mn; a escala de 500 nm y
aumento X100

Para el estudio en SEM es frecuente recubrimiento de muestras con oro, para mejorar la
conductividad eléctrica y reducir la carga estatica en la muestra, lo que permite una mejor
resolucion de la muestra. Esto también afecta a la lectura e interpretacion de resultados
porque pueden influir en su morfologia y su observacion de la micrografia. En la FIGURA 29
se evidencia este efecto, debido a que redujo el espacio existente entre las particulas
provocando que estas experimentaran una compactacion. Ademas, el recubrimiento con oro
también puede afectar la morfologia superficial de la muestra, ya que la capa de oro puede
formar estructuras granulares o rugosas.



Ag2S3Mn 30.0kV 7.9mm x250k SE(UL) | 200nm

Figura 30. Micrografia por SEM de nanoparticulas de Ag:S con surfactante al 3% de Mn; a escala de 200 nm y
aumento X250

En relacion con la FIGURA 30 presenta un analisis en ausencia del recubrimiento con oro
sobre la muestra, en el cual se aprecia mejor la morfologia real de las particulas de Ag>S. En
la micrografia se puede apreciar una capa rodeando la particula como si fuera una envoltura,
dicho recubrimiento se puede atribuir a la influencia de la L-Cisteina sobre los productos de
reaccion, ya que es capaz de adsorberse en la superficie de las nanoparticulas, formando una
capa que impide la aglomeracion y el crecimiento excesivo de las particulas. Dicha capa es
claramente notoria, exponiendo la propiedad estabilizadora de la L-Cisteina para controlar la
morfologia y el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas.



Ag2S3Mn 30.0kV 7.9mm x200k SE(UL) ' '200nm

Figura 31. Micrografia por SEM de nanoparticulas de Ag:S con surfactante al 3% de Mn; a escala de 200 nm y
aumento X200

En la FIGURA 31 se tiene una vista general de las particulas de Ag>S sin el recubrimiento de
oro. Como se menciono6 en el parrafo anterior por el efecto del recubrimiento ocasionado por
la L-Cisteina existe una separacion entre las particulas evitando que se aglomeren y
permitiendo la estabilidad de estas manteniendo sus caracteristicas de tamafio y forma, con
esto se muestra de manera mas clara la morfologia real de las particulas.

7.3. Raman
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Figura 32. Microscopia de Raman; reaccion en condiciones 5
1.94:1 Ag:S (1.54 XRF) y 15 uM Cit-Na

La FIGURA 32, muestra el espectro Raman de la reaccion que no se utilizé surfactante como
agente regulador del tamafio de particula, se puede observar que se tiene una sefal a 122.46
cm’!, indicando la presencia de la estructura cristalina p monocristalina del Ag>S, sin
embargo, también se tiene la presencia de plata metélica en el rango de los 500 a 1100 cm™,
recordando la micrografia de la FIGURA 21, se puede hacer relacion y comprobar que la
calidad de esa reaccién no es la propicia para tener s6lo nanoparticulas de sulfuro de plata,
se debe considerar que la presencia de plata metalica también puede ser un factor por el cual
la aglomeracion de las particulas se propicio.
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Figura 33. Microscopia de Raman; reaccion en condiciones 3
2:1 Ag:Sy 20 uM Cit-Na

Para el caso de la reaccion donde solo se utilizo reductor se tiene un espectro Raman (FIGURA
33) que muestra una sefial principal en 109.38 cm™ esto nos indica que de igual manera se
tiene la fase B del material monocristalina, pero en este caso ya no se tiene la sefial de plata
metalica, con esto se comprueba que el uso de un agente que recule la reduccion de la plata
es fundamental para poder ser utilizada en este tipo de reacciones donde se busca la obtencion
de nanoparticulas estables y sin la presencia del metal reducido, también es destacable que
el corrimiento al azul del espectro nos revela que se tiene un esfuerzo de compresion en la
estructura cristalina sugiriendo que el tamafio de particula es pequeio por la presencia de este
tipo de esfuerzo en la red, lo cual tiene sentido al ver la micrografia de la FIGURA 23, donde
el tamafio promedio de particula es de 6.97 nm.
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Figura 34. Microscopia de Raman; reaccion en condiciones 2
2:1 Ag:Sy 15 uM Cit-Na

En la FIGURA 34 se tiene el espectro Raman correspondiente a la reaccion con surfactante,
se tiene igual una sefial en la zona de la estructura cristalina en fase § monocristalina, por el
ancho de la sefial se puede intuir que la particula es pequefia y el corrimiento hacia el rojo de
la sefal puede atribuirse a la morfologia de la particula que como se aprecia en la micrografia
de la FIGURA 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 ancho de la sefial principal
del Raman tiene sentido que se tenga una reduccion en el tamafio de particula.

7.4. XRF



Elemento | Linea | Conc./pg/l
S K12 19.7
Mn K12 0.113
Fe (IS) | KI2 1.000

Ag L1 54.7
Figura 35. Anélisis elemental por XRF de las nanoparticulas de Ag>S-%Mn. Relacion molar Ag:S de 2.8:1

La FIGURA 35 se tiene el espectro obtenido por el anélisis de fluorescencia de rayos X (XRF,
por sus siglas en inglés), este permite determinar la composicion elemental de una muestra;
adicionalmente puede 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 Ag:S, a su vez el Mn en los sistemas correspondientes; asi como la
ausencia de residuos y subproductos de la reaccion que pudieran afectar el rendimiento de la
reaccion, como las propiedades de las particulas. Por consiguiente, es posible confirmar tanto
la eficacia del proceso de sintesis como el de purificacion de las particulas. Es necesario
mencionar la existencia de Fe debido a que funge como estandar en el andlisis. La relacion
molar de Ag:S que arroja el andlisis para este sistema es de 2.8:1, en consecuencia, existe
una correlacion directa que a mayor concentracion de plata bajo la ausencia de surfactante
favorece la aglomeracion de las particulas.



Elemento | Linea Conc./pg/l
S K12 33.8
Mn K12 | No determinado
Fe (IS) | KI2 1.00
Ag L1 49.2

Figura 36. Analisis elemental por XRF de las nanoparticulas de Ag>S-%Mn. Relacion molar Ag:S de 1.5:1

Para la FIGURA 36 se tiene una relacion molar Ag:S cuando el surfactante estd presente en la
reaccion es de 1.5:1, este fenomeno puede explicarse que la presencia del surfactante genera
una restriccion en la reaccion entre la plata y el azufre, pero tomando como referencia la
micrografia de la FIGURA 23, se puede ver que este factor no significa una desventaja en el
producto final, ya que se logro tener un tamano de particula cercano a los 6.8 nm, aparte de
contar con una dispersion de forma y tamafio homogénea y se evitaron las aglomeraciones
de las particulas.



Elemento | Linea | Conc./pg/l
S K12 23.5
Mn K12 0.062
Fe (IS) | KI2 1.000
Ag L1 31.7

Figura 37. Anélisis elemental por XRF de las nanoparticulas de AgzS-%Mn. Relacion molar 1.3:1

La FIGURA 37 es para el caso de la reaccion donde la variante fue la energia del sistema en
la sintesis, la relacion molar Ag:S de 1.3:1, aunque la estequiometria se aleja del valor dado
tedricamente que es de 2:1 en este caso se obtuvo la distribucion de tamafio de particula, el
cual se puede comprobar con la micrografia de la FIGURA 25, este fendmeno puede ser que
la restriccion de reaccion produjo particulas mas pequefias y con mejor dispersion de tamaiio,
ademas respaldando los resultados de la espectroscopia Raman de la FIGURA 34 se tiene el
material en la fase cristalina deseada sin verse afectada por la relacion molar que se presenta,
ademas otro factor para tener menos relacion molar es la presencia de Mn en la muestra, el
cual en el rendimiento de relacion molar corre las relaciones a menores valores en este caso
para la plata.

7.5. UV-Vis
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Figura 38. Espectro UV-Vis de absorbancias perteneciente a las 4 reacciones y su zona representativa

En la FIGURA 38, se tiene el espectro general de UV-vis de las particulas, donde se tienen
cuatro variaciones de experimento y se puede notar en los espectros que se tienen diferentes
valores de absorbancia, este fenomeno se puede explicar como una modulacién de tamafio
de particula, se debe prestar especial atencion a la zona de 300 a 400 nm, ya que en esta
region del espectro es donde se tiene los fendmenos de absorcion de las nanoparticulas de
Ag>S, en donde haciendo un anélisis a mayor detalle sobre esta zona, se puede apreciar que
se tiene desde la absorcidn base para el experimento uno situada en los 300 nm un corrimiento
al rojo, esto nos indica que el tamafio de particula va creciendo, otro dato del espectro es que
solo cuenta con esa zona de interaccion del material con la energia, 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 UV-vis de las particulas también se puede obtener el valor del band
gap a través del uso de modelo de las graficas de TAUC, este modelo permite calcular el
valor aproximado del band gap 6ptico, para el caso especifico de este material se utilizo 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 por efectos de baja
dimensionalidad se promueve el confinamiento cuantico, lo cual si relacionamos con las
micrografias y los tamafios de particula obtenidos hace sentido, ya que la dimension de estos
sistemas estd por debajo de los 10 nm y esto permite tener este fendémeno observado en el
analisis UV-vis.

7.6. MTT

El ensayo MTT es un ensayo colorimétrico basado en la reduccion del MTT amarillo a
formazan purpura por células metabdlicamente activas. La cantidad de formazan se
correlaciona con el numero de células viables.

Para analizar la viabilidad celular, se realizaron estudios de MTT para su evaluacion. La linea
celular implementada pertenece a la MCF-7. Se utiliz6 el equipo ELISA, el cual genera un
recuento de la densidad optica a través de longitudes de onda de 540 y 720 nm.

Considerando la viabilidad superior al 80% como no toxica en base a la norma ISO 10993-
5, los Ag>S QDs mostraron una excelente biocompatibilidad en estas células.®



En cuanto a los resultados obtenidos, se pueden observar diversos comportamientos
dependientes de las diferentes concentraciones planteadas, como es el caso de los sistemas
constituyentes o ausentes de Mn. Con respecto a la variabilidad en la longitud de la barra de
error se puede atribuir a la aglomeracion de las particulas, dado que algunas células
interactuaron de tal manera que penetraron la membrana celular. Igualmente cabe la
posibilidad de que dicho comportamiento tenga relacion con la adaptabilidad de la
célula/particula.
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Figura 40. Ensayo MTT correspondiente a los blancos de nanoparticulas de Ag>S

A diferencia de los iones Ag" altamente toxicos, los QDs Ag:S no tienen este problema
debido a su constante de solubilidad ultrabaja (ky=6.3%10"°) lo cual no permite que se
disocie iones, sino que se mantiene como compuesto, esto permite que la concentracion de
Ag en la linea celular tras el tratamiento con QDs no sea significativa, lo que indica que los
QDs no liberan Ag en las células y confirma la naturaleza no téxica de estos QDs.®’ La
citotoxicidad ultrabaja observada en el ensayo MTT podria atribuirse a los componentes
metalicos poco toxicos de los QDs AgsS, asi como a su constante de solubilidad ultrabaja,
que determina la liberacion ultralenta de los componentes metélicos al entorno biolégico.®!

En la FIGURA 40, primero se observa que en el ensayo MTT los valores de viabilidad respecto
al blanco cuando las células son sometidas a los tratamientos con diversas concentraciones
de nanoparticulas de Ag.S, hasta la dosis de 150 mM se tiene un efecto altamente
proliferativo, esto significa que se tiene un estimulo derivado entre la interaccion de la
particula y la célula, el cual fomenta que los ciclos de division celular sean mas cortos y por
ende se tenga mayor viabilidad de las células, sin embargo para los concentraciones
superiores de 150 mM, los valores de viabilidad muestran un valor cercano al 75%, esto de
primer instancia podria sugerir que se tiene presencia de muerte celular, ya que se tiene un
valor bajo de viabilidad, sin embargo, al analizar las imagenes en microscopio, se puede ver
que no se tiene presencia de desecho celular, lo cual se puede interpretar que a valores de
dosis mayores a los 150 mM en las células se genera un estimulo citostatico, es decir, que la
tasa de division celular se ve disminuida pero no genera muerte celular.
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Figura 41. Ensayo MTT correspondiente a las nanoparticulas de AgaS con presencia de solo L-Cis

De acuerdo con la FIGURA 41, para las concentraciones de 25 y 50 mM existe un
comportamiento idéntico entre si aproximado al 80% de viabilidad celular; por lo que
retomando el argumento del parrafo anterior aunado a las fotografias microscopicas
complementarias que demuestran la omision de muerte celular podria tratarse de un efecto
citostatico, ademés con base en la amplitud de las lineas de error puede interpretarse que
existe un extenso periodo de adaptacion en la interaccion célula- particula. Razon tal, por la
que se puede inferir que las concentraciones mas estables y favorables corresponden a 150 y
200 mM con valores muy cercanos al control. A pesar de ello, todos los valores se sitiian por
encima del rango establecido de viabilidad celular. Otro aspecto para considerar es que a
partir de concentraciones igual o mayores a 150 mM se visualizan aglomeraciones del
material en el medio.
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Figura 42. Ensayo MTT correspondiente a las nanoparticulas de Ag>S-1% Mn

La FIGURA 42 exhibe que hay un ligero decaimiento de la viabilidad celular oscilante al valor
de 90%, sin embargo, conforme aumentan las concentraciones el efecto es proliferativo,
alcanzando su pico en la concentracion de 100 mM con un valor aproximado al 150%,
respecto a la imagen de microscopio se vuelve a tener presencia de aglomeracion de
particulas, la forma de las células no se ve distorsionada por tanto el efecto proliferativo solo
estd causando un aumento en la tasa de division, luego, para los tratamientos de mayor dosis
del material se presenta una caida en la viabilidad, a pesar de ello en las imagenes de
microscopia no se aprecia una pérdida en la densidad celular pero si un incremento en la



cantidad de material disperso en el medio. La viabilidad para la concentracion mas alta
correspondiente a 250 mM no sufrié caidas drasticas referentes a la viabilidad, incluso es
muy cercana al valor del control con aproximadamente el 90%, pero en la imagen se aprecia
una distribucion de muchas particulas aglomeradas, este fenomeno pudo casuar un
pasivamiento en la adherencia de las células en la superficie y este pudo ser el causante
directo de la caida en el valor de la viabilidad.
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Figura 43. Ensayo MTT correspondiente a las nanoparticulas de Ag>S-3% Mn

Para el caso del tratamiento con las nanoparticulas dopadas con 3% W/W de Mn en la
FIGURA 43, para todas las concentraciones de los diversos tratamientos la viabilidad respecto
al blanco es superior al 120%, esto nos estd sugiriendo que con este porcentaje de Mn el
estimulo no importa la concentracion es de proliferacion, en el caso particular, respecto a las
barras de error, el tratamiento con 150 mM es el que presenta mejor adaptacion ya que el
error es pequefio y ademas es el caso que mayor valor de proliferacion presenta, cercano al
140% al apoyarnos en las imagenes se nota un efecto de aglomeracion de las nanoparticulas,
y relacionando lo que se tiene en los casos anteriores quiza este efecto de aglomeracion es lo
que esta causando el estimulo que acelera el ciclo de division celular.

150 mM

2
3

B2 Mn 5%

B
=]

=]
&
T

Q
8

Viabilidad {%)
2

50 mM

@
3
T

&
S
T

N
3
T

o

Concentracién (mM) -

Figura 44. Ensayo MTT correspondiente a las nanoparticulas de Ag>S-5% Mn

En la FIGURA 44, se tiene el caso de la evolucion de las particulas de Ag>S dopadas con un
5% de Mn, para el caso particulas de 25 mM se tiene que la viabilidad es muy similar a la
que se tiene con el blanco, y en el caso de la dosis de 250 mM el valor es cercano al 90%,
siendo este el mas bajo, en la imagen de microscopio para este caso se puede ver que las
particulas se tienden a aglomerar, este fenomeno podria ser el responsable de causar que la



interaccion, o bien, el estimulo que se tiene de la particula a la célula cause un leve retraso
en su ciclo de division, ya que en la imagen no se tiene presencia de desecho celular. Para
los casos de las dosis de 50, 100, 150 y 200 mM los valores de viabilidad son mayores que
la referencia, aqui se presenta el fendmeno ya observado en los ensayos anteriores, el
estimulo que causa en la célula es proliferativo, generando que estas se dividan mas rapido.
En las imégenes de microscopio no se observa una distorsion de la morfologia celular, de
modo que, aunque este estimulo funcione como un catalizador en su proceso de division no
provoca ninguna otra alteracion visible sobre la célula.

8. Conclusiones

Por medio de las caracterizaciones por TEM, fue posible realizar el andlisis e influencia que
tiene el surfactante sobre las caracteristicas generales de las particulas de Ag:S, ya que sin la
presencia de este la aglomeracion es considerablemente alta, no hay forma definida. De modo
que el empleo del surfactante nos proporciona un mejor control sobre las propiedades de las
particulas, principalmente en la estabilidad de las particulas, su tamafio, forma y dispersion.

El estudio por SEM permiti6 analizar con mayor detalle y precision las caracteristicas de la
morfologia de las nanoparticulas. Declarando que existe una fuerte correlacion con el método
de sintesis, a través de la cavitacion y energia que se suministra al sistema, por consecuencia
se ven afectadas la nucleacion y el crecimiento de las particulas. Asimismo, es importante
realizar las pruebas sin el dopaje de oro, ya que este le confiere propiedades como una mayor
aglomeracion, ocasionando asi menos especificidad del material.

Mediante el XRF se realizd un andlisis composicional que confirmaba la existencia de
elementos presentes en el sistema planteado, y la ausencia de residuos o subproductos que
obstaculizaran la sintesis. Gracias a los datos arrojados fue posible obtener las relaciones
molares entre los elementos y examinar su comportamiento e influencia sobre sus
particularidades.

El estudio MTT permitié evaluar la interaccion célula-nanoparticula para determinar la
viabilidad celular. Sin embargo, es necesario realizar técnicas complementarias ya que el
MTT revela la cantidad de células vivas, pero no exhibe la cantidad de residuos celulares,
por lo que pasa desapercibido los posibles efectos citostaticos, es decir, lo que podria
asumirse como muerte celular, en realidad podria tratarse de estancamiento debido a los
retrasos en el ciclo de division y adaptabilidad de la célula-particula. No obstante, se reconoce
que las QDs Ag>S cuentan con baja citotoxicidad, que podria atribuirse a varios factores, a
los que contribuyen especialmente sus constituyentes elementales poco toxicos.** Incluso,
pueden potenciarse sus propiedades y atributos al implementar ligandos de orientacion que
las convierten altamente selectivas in vitro para la orientacion y la obtencion de imagenes de
diferentes lineas celulares.®> Es por ello por lo que estas nanoparticulas manifiestan un
escenario prometedor para bioaplicaciones.

En la microscopia Raman se pudo identificar que las particulas mediante la deteccion de sus
modos vibracionales moleculares se comprobar que se tenia sulfuro de plata en fase P
monocristalina, esto es de alta relevancia, ya que proporciond informacion clara sobre la
estructura cristalina y las fases de los elementos en el material. Con las variaciones en los



sistemas propuestos se pudo identificar que la plata metalica favorecia la aglomeracion de
particulas y el uso del surfactante es fundamental para tener nanoparticulas estables.

En el espectro de UV-Vis se observo la relacion entre los valores de absorbancia y el tamafio
de particula de los sistemas, asi como la ventana de excitacion especifica de las particulas de
Ag>S que se presenta entre los 300-400 nm, la cudl es Unica para que sea posible la interaccion
material-energia. De forma complementaria el modelo de graficas TAUC proporciond
valores aproximados del band gap optico correspondientes a <4 eV, en virtud de lo cual se
infiere la existencia confinamiento cuantico, lo cual refleja la reduccion dimensional de las
particulas obtenidas y esto se refuerzas con las microscopias TEM que se obtuvieron
comprobando asi que la particula si tiene las caracteristicas de puntos cuanticos.

Finalmente se puede concluir de manera general que los resultados de la caracterizacion
fisicoquimica y biologia de las nanoparticulas de Ag,S tiene potencial en su posible uso como
marcador molecular, ya que los resultados arrojan que tienen buena interaccién con las
células, no deforman su fisiologia y no tiene efectos citotoxicos, lo cual reafirma que el
sistema propuesto desde la sintesis como su aplicacion tiene potencial de uso.



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

La formacion del nivel de energia discreto ocurre cuando los 4&tomos se juntan en un material
a granel, el nimero de estados de energia aumenta sustancialmente para formar bandas de
estados casi continuas. Y también se produce una tendencia a la disminucién de la cantidad
de atomos en el material, y los estados de energia se deslocalizan con naturaleza de
confinamiento. El fendmeno crea pares electron-hueco y naturaleza de confinamiento
espacial cuando las particulas se mueven hacia la longitud de onda natural de-Broglie de los
electrones en la banda de conduccion. Como resultado, la diferencia de energia entre las
bandas de energia se incrementa con la disminucion de la dimension del tamafio de las
particulas.”®

La particula se comporta como una particula libre cuando las dimensiones de la estructura de
confinamiento son muy grandes en comparacion con la longitud de onda de Broglie. En 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 naturaleza discreta cuando las
dimensiones de la estructura de confinamiento se reducen hacia la nanoescala. Por lo tanto,
el bandgap presenta propiedades dependientes del tamano y acaba provocando un
desplazamiento hacia el azul de la luz emitida al disminuir el tamafio de la particula. Sin
embargo, este efecto demuestra las consecuencias de confinar los electrones y el par electron-
hueco (o los excitones) dentro de una dimensién que se aproxima al limite cuéntico critico,
a menudo denominado radio del exciton de Bohr.?®

Desde este punto de vista, un punto cuéntico confina en las tres dimensiones; un hilo cuantico
(nanohilo) confina en dos dimensiones; y un pozo cuantico confina sélo en una dimension.
Las estructuras correspondientes también se denominan pozos de potencial cero (0D),
unidimensional (1D) y bidimensional (2D), respectivamente, en relacion con el nimero de
dimensiones en las que la particula confinada tiene libertad de movimiento.*®

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

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

» Electrones confinados en tres direcciones, es decir, puntos cudnticos: Los electrones
pueden moverse facilmente en la dimensiéon cero (0D), por lo que Ila
tridimensionalidad esta cuantificada.

En conclusion, cada direccion de confinamiento cambia una componente continua k a una
componente discreta caracterizada por un numero cuantico 7.

9.2. Formacion de excitones



En el caso de los semiconductores, los electrones se desplazaron de la banda de valencia a la
banda de conduccion cuando se emite luz que cae sobre ellos, y en consecuencia el efecto de
recombinacion impone o crea la particula fotonica. El electron y el agujero fueron ocupados
o creados desde la banda de conduccion y la banda de valencia, respectivamente. Sin
embargo, la carga del agujero es equivalente a la del electron, lo que ayuda a la
implementacion de una particula denominada excitacion. En las cargas mencionadas y la
interaccion de intercambio de coulomb, hay una conexion atractiva entre el electron y el
agujero. Este tipo de par electron-hueco se expresa a veces en un término simple como
cuasiparticula que se denomina exciton. Se trata de una cuasiparticula eléctricamente neutra
que se da en aislantes, semiconductores y algunos liquidos.?®

En la fisica del estado solido, el bandgap/la brecha energética esta separada entre el nivel de
energia finito de la banda de conduccion y la banda de valencia. Cuando un electron de la
banda de valencia alcanza la energia suficiente para superar la brecha energética, debido a la
excitacion térmica o a la absorcion de un fotdn, y pasa a la banda de conduccion, se crea un
hueco a la izquierda en la banda de valencia. El hueco creado se desplaza a la banda de
conduccion; éste se forma como un electron excitado; el portador de carga en el dispositivo
semiconductor se recombina con el hueco tras la liberacion de energia. La combinacion del
par de electrones y agujeros conduce a la formacion de excitones.?®

Debido a las diferentes cargas de polaridad y a la interaccion de intercambio de fuerzas de
coulomb, existe una conexion atractiva entre el electron y el hueco, y de forma sencilla, el
par electron-hueco se denomina cuasiparticula que recibe el nombre de exciton. Debido a la
combinacion de electrones y agujeros, la naturaleza neutra de la cuasiparticula resultante
existe en diferentes materiales como semiconductores, aislantes y algunos liquidos. Ademas,
este exciton transporta la energia sin comprometer la carga eléctrica neta segun la teoria de
la materia condensada.?®

Sin embargo, hay una diferencia importante. Los excitones tienen una separacion fisica
media entre el electrén y el agujero, denominada radio de Bohr del exciton. Esta distancia
fisica es diferente en cada material. En el caso de los nanocristales semiconductores (SNC)
(QDs), el tamaio de las particulas es menor que el radio de Bohr; el electron excitado por
una fuente de energia externa tiende a formar un enlace débil con su agujero. Este estado de
union del electron y el hueco del electron, que se atraen por la fuerza electrostatica de
coulomb, suele denominarse exciton.?®

Asi, el radio de Bohr es la distancia en un exciton electron-hueco, también llamado radio de
Bohr del exciton. Cada material semiconductor tiene un radio de Bohr caracteristico del
exciton en el que se produce el efecto de confinamiento cuéantico. Esta propiedad unica de
confinamiento hace que la "banda" de energias se convierta en niveles de energia discretos
en los QDs.?

9.3 Complementarios



El sulfuro de plata preparado carece de grupos funcionales, lo que limita su aplicacion
posterior. La modificacion de la funcionalizacion de la superficie dota a los QDs de AgzS de
buenas propiedades fototérmicas o de carga de farmacos.?

El seguimiento dindmico de las células en el cuerpo sigue siendo un reto importante para la
plena comprensién de la funcion y el paradero de células especificas.?

La eficiencia de fotoluminiscencia de los puntos cuanticos (QDs) de Ag:S es dificil de
competir con los QDs basados en Cd-, Pb. La alta movilidad de Ag" en el cristal de Ag,S,
que provoca una gran deficiencia de cationes y defectos en el cristal, puede ser la principal
responsable del bajo rendimiento cudntico de fotoluminiscencia (PLQY, por sus siglas en
inglés) de los QDs de Ag,S.%*

Aunque los QDs de Ag:S tienen multiples ventajas en la obtencion de imagenes 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 onda de emision de
forma controlable, lo cual es de importancia critica para la obtencion de imdagenes
multicolor.**

Aunque se han aplicado varios enfoques sintéticos para preparar los QDs de AgS,
incluyendo el ajuste del tamafio de las particulas, la ingenieria de los ligandos de la superficie,
el recubrimiento de las carcasas, etc., ninguno de estos QDs de AgS tenia un bajo
rendimiento cuantico de fotoluminiscencia (PLQY) que pudiera competir con los QDs
tradicionales basados en Cd-, Pb. La elevada movilidad de los iones Ag" en la red cristalina
de Ag>S, que provoca abundantes vacantes de cationes y defectos en el cristal, es perjudicial
para la eficacia de la fotoluminiscencia de los QDs y es dificil de resolver con los métodos
sintéticos habituales.**

Ademas, el tamafio de las particulas de los QDs suele descontrolarse en la sintesis cuando se
utilizan precursores altamente reactivos para facilitar la nucleacion y cristalizacion de los
nanocristales. Este dilema es comun en la sintesis de QDs del grupo I-VI. Por ejemplo, los
QDs de AgxSe con emision sintonizable de 1080 a 1330 nm de los que informaron Zhu et al.
tenian un PLQY muy bajo.?*

A pesar de las aplicaciones bioldgicas rapidamente emergentes de Ag>S QDs, muy pocos
estudios han investigado la farmacocinética (PK, por sus siglas en inglés) y la distribucion
tisular (DT, por sus siglas en inglés) de este colorante NIR.?®

Hasta el afio 2019, s6lo un estudio relevante realizado por Zhang et al. ha evaluado la PK y
la distribucion de los QDs de Ag>S PEGilados y no hay ningin informe sobre las
caracteristicas in vivo de los QDs de Ag>S convencionales (no PEGilados).?

Ademas, el hueso absorbid una cantidad considerable de Ag>S QDs. La mayor acumulacion
de QDs en el higado y el hueso podria atribuirse a la captacién de nanomateriales por parte
de los macréfagos en el higado y la médula 6sea, asi como al endotelio discontinuo de los
capilares en estos tejidos. En realidad, el endotelio vascular no es una barrera para la
biodistribucion de estos agentes, excepto en el cerebro.?

Hay que tener en cuenta que, al entrar los portadores coloidales en la circulacion sanguinea,
las proteinas plasmaticas suelen adsorberse en la superficie de 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 adsorber proteinas
plasmaticas, lo que conlleva un aumento de su tamafio hidrodinamico. Esta bien establecido
que las macromoléculas y las nanoparticulas de mas de 6 nm no son lo suficientemente
capaces de ser filtradas a través del glomérulo de los rifiones, por lo que el higado, que tiene
capilares endoteliales discontinuos (con un fenestrado de unos 100 nm), juega un papel
critico en su disposicion.

Ademas de los hepatocitos, que son el tipo de célula més abundante del higado, otro tipo de
célula del higado, las células de Kupffer, participan principalmente en la eliminacion de las
nanoparticulas, en particular las que tienen una carga superficial negativa.*®

Por supuesto, el papel de la mayor tendencia de las proteinas plasmaticas a la adsorcion a las
particulas positivas y el consiguiente aumento del tamafio hidrodindmico también podria
tener un papel en la mayor captacién pulmonar observada para los QDs con carga positiva.*

Cada nanoparticula tiene sus propias propiedades intrinsecas. Ademas, los detalles de los
procedimientos experimentales, como la raza y la especie animal, el tiempo y la duracion del
muestreo, el tipo de indicador (atrapado o unido covalentemente) y la via de administracion
(oral o i.v.) pueden variar en los distintos estudios, lo que puede afectar a los resultados
obtenidos.?®

Para acelerar la aplicacion clinica de las QDs, se requiere una comprension detallada de la
respuesta del organismo a estas vesiculas y del papel de los principales parametros efectivos
(como el tamafio de las particulas, la carga superficial, la forma, la dosificacion, etc.).?®
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