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RESUMEN

El cancer es un problema de salud publica que tiene un alto indice de mortalidad,
por lo que un diagndstico temprano es clave. En la actualidad, se investigan los
patrones de glicosilacion como posibles biomarcadores para la deteccion del
cancer, ya que se ha descrito que alteraciones en dichos patrones estan
asociadas con la presencia de células tumorales. Se ha reportado que existe
una sobreexpresion de acido sialico en la superficie de células tumorales, lo que
permite su identificacion como biomarcador. La aglutinina de germen de trigo
(WGA) es una lectina que tiene selectividad hacia el acido sialico. El presente
trabajo se enmarcé dentro de la adsorcion de la WGA sobre nanoparticulas de
silice mesoporosa luminiscentes, para explorar su potencial de aplicacion como
herramienta de deteccién y tratamiento dirigido hacia células cancerosas. Se
caracteriz6 la nanoestructura mediante microscopia electrénica de transmision,
microscopia electrénica de barrido y espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier. Ademas, se evaluo su biocompatibilidad en la linea celular de cancer
de mama (MCF-7) y su control no cancerigeno (MCF-12A) mediante el ensayo
MTT. En la linea no cancerosa MCF-12A, las nanoparticulas recubiertas con
proteinas, mejoraron la biocompatibilidad, ya que el porcentaje de indice de
densidad 6ptica se mantuvo por encima del 50% aun en la dosis mas alta, que
corresponde a 0.3 mg/ml. Por el contrario, en células tumorales MCF-7, las
nanoparticulas recubiertas con WGA exhibieron un comportamiento
estadisticamente significativo respecto a las recubiertas con BSA, sugiriendo un
efecto selectivo citotoxico. Estos resultados coinciden con estudios previos que
resaltan la capacidad de la WGA para dirigir nanoparticulas hacia células
cancerosas. Asi, la decoracion con WGA ofrece un potencial para tratamientos
dirigidos y especificos contra tumores.



INTRODUCCION
El cancer es uno de los principales problemas de salud publica a nivel global y
tiene un alto indice de mortalidad. En 2022 se reportaron 20 millones de casos

nuevos y 10 millones de muertes por esta enfermedad (Bray y col.,2024).

El diagnostico temprano es clave para mejorar la tasa de éxito de los
tratamientos y por esta razén los biomarcadores son esenciales. Hoy en dia
existen diversos tipos de marcadores, como los biomarcadores de ARN vy los
autoanticuerpos. Los primeros se asocian a alteraciones de los niveles de
ARNmM durante la progresion tumoral; por otro lado, los autoanticuerpos se
presentan como respuesta del sistema inmunoldgico frente a la tumorigénesis
(Lino y col., 2022).

El uso de biomarcadores en diagnostico de cancer presenta limitaciones debido
a la falta de especificidad. A causa de esta inespecificidad se estan estudiando
biomarcadores alternativos, como biomarcadores de proteinas (Lino y col.,
2022).

Se ha mostrado que las alteraciones en los patrones de glicosilacion estan
relacionadas con la presencia de cancer. Aproximadamente el 50% de las
proteinas del cuerpo estan glicosiladas. La mayoria de estas modificaciones
ocurren en la superficie celular, donde desempefian un papel clave en la
comunicacion de las células con su entorno (Adamczyk y col., 2012). Por ello,
las alteraciones en los patrones de glicosilacion representan herramientas
valiosas para la deteccion de enfermedades (Li y Liu, 2024), las lectinas,
proteinas que presentan una union especifica hacia glicanos son herramientas

prometedoras para su detecciéon (Gupta, 2020).

El biorreconocimiento de ceélulas tumorales con lectinas acopladas a
nanoplataformas ha presentado resultados positivos en el biorreconocimiento
de células de cancer de mama, colon y prostata. Dentro de las lectinas
empleadas en estos biosensores se encuentra la aglutinina de germen de trigo
(Abrantes y col., 2021). La aglutinina de germen de trigo (WGA, del inglés Wheat
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germ agglutinin) es una lectina que presenta selectividad hacia el acido sialico
y la N-acetilglucosamina, que corresponden a componentes clave de la
superficie celular. La sobreexpresion de acido sialico en la superficie celular es
una caracteristica distintiva de células tumorales, les brinda proteccion frente a

la apoptosis y estimula la metastasis (Ghosh y col., 2023).

Por otro lado, las limitaciones de especificidad en quimioterapia han promovido
el desarrollo de nanoparticulas para la administracion dirigida de farmacos. Las
nanoparticulas de silice mesoporosa luminiscentes son plataformas con
potencial para su aplicacion en bioimagen, asi como en administracion de
farmacos debido a su estabilidad, area superficial, biocompatibilidad y
funcionalizacion. La aplicacion de nanomateriales como agentes de diagndstico
y terapia se denomina terandstica (Samhadaneh y col., 2020). La terandstica
implica el analisis in vivo de la distribucion y orientacion de los nanomateriales
que transportan los agentes terapéuticos. En este contexto, se requiere que los
nanomateriales empleados posean ciertas propiedades que permitan su
seguimiento y visualizacién. Por ejemplo, las nanoparticulas de conversién
ascendente dopadas con lantanidos (UCNPs, del inglés up-conversion
nanoparticles) se utilizan en terandstica debido a que mejoran la relacién senal-
ruido para la obtencion de imagenes. Gracias a su capacidad de conversion
ascendente, las UCNPs pueden ser excitadas con luz infrarroja de baja energia,
lo que ofrece ventajas como mayor penetracion en los tejidos, menor
autofluorescencia y baja fototoxicidad. Su excitacion con luz infrarroja permite la
emision de luz en el espectro visible, en el infrarrojo cercano y la regiéon
ultravioleta (UV), facilitando asi su visualizacion. Ademas, si se realiza la
bioconjugacion de estas nanoparticulas con alguna molécula, se puede dirigir
su accién de manera especifica (Chen y col., 2014; Jiang y col., 2021).

En este trabajo se realizo la caracterizacion y evaluacion de la biocompatibilidad
de nanoparticulas de silice mesoporosa UCNPs modificadas con WGA, con el
objetivo de sentar las bases para la produccién de un sistema nanoparticulado
con capacidad de encapsulamiento de farmacos y direccionamiento a células
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neoplasicas, es decir con potencial para aplicaciones teranosticas.
ANTECEDENTES
[I.1. Nanotecnologia y sus aplicaciones en medicina

La nanotecnologia surge como concepto en 1959 con el fisico Richard
Feynman, que en su discurso durante la reunién anual de la Sociedad Fisica
Americana presento6 el cuestionamiento: “s Por qué no podemos escribir los 24
volumenes de la Enciclopedia Britanica en la cabeza de un alfiler?”, exponiendo
el hecho de que la naturaleza no limita nuestra capacidad de desempenarse a
nivel molecular, sino la falta de equipos que tenemos para trabajar. Se considera
entonces a la nanotecnologia como la aplicacién de tecnologias a escala
nanométrica que integran la fabricacion y la aplicacion de sistemas quimicos,
fisicos y biolégicos que pueden interactuar individualmente o en sistemas de
mayor tamano, en la Figura 1 se muestran algunas estructuras con tallas en la

escala nanométrica (Nasrollahzadeh y col., 2019; Baig y col., 2021).

Escala nanométrica

ADN Anticuerpos Célula humana

17A° 1nm 5nm  10nm 20nm 100nm 1pm  10pm

Virus

de agua Oro coloidal
Proteina

Bacteria

Figura 1. Representacion de estructuras con tallas en la escala nanométrica

(Adaptado de Nasrollahzadeh y col., 2019). Imagen creada en Canva.
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La aplicacion de la nanotecnologia en biomedicina incluye el uso de
nanoparticulas en nuevos meétodos de diagnostico, bioimagen, entrega
inteligente de farmacos, implantes biomédicos e ingenieria de tejidos. Dentro de
las ventajas de los nanomateriales estda su capacidad de entrega de
medicamentos de alta toxicidad, de manera controlada y selectiva (Haleem y
col.,, 2023). Ademas, en cuanto al area de diagndstico los nanomateriales
presentan versatilidad, ya que tienen la capacidad de responder a estimulos

externos como la luz, calor y sonido (Jiang y col., 2021).

La activacion de las nanoplataformas con luz tiene ciertas ventajas, por ejemplo,
el uso de nanoparticulas luminiscentes que se pueden excitar en la segunda
ventana del infrarrojo. La excitacion de estas nanoparticulas luminiscentes con
luz infrarroja permite que la luz penetre en los tejidos, genere contraste de
imagen y disminuya la fototoxicidad, ya que es menos danina que la luz
ultravioleta. Dentro de las modalidades de imagen empleadas en la regién de la
segunda ventana del infrarrojo se encuentra la resonancia magnética (MRI, por
sus siglas en inglés), que se utiliza en investigacion y en clinicas. Los
nanomateriales usados para la obtencion de este tipo de imagenes son
nanotubos de carbono, puntos cuanticos, nanoparticulas dopadas con

lantanidos y tintes organicos (Jiang y col., 2021).

[1.1.1. Nanoparticulas de conversion ascendente en bioimagen

Existen sondas de imagenes que se dirigen a moléculas u érganos que permiten
la visualizacion de procesos biologicos; sin embargo, las sondas que se
emplean actualmente presentan ciertas limitaciones, como el fotoblanqueo, un
bajo contraste y tiempo corto de circulacion, lo que dificulta la focalizacion y

calidad de las imagenes (Kim y col., 2018).
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Las UCNPs se consideran fluoréforos de nueva generacién, con una amplia vida
de luminiscencia, diferentes bandas de emisién y fotoestabilidad, caracteristicas
que les otorgan la capacidad de detectar y mejorar el contraste de imagenes en
tejidos profundos (Jethva y col., 2022). La conversion ascendente sigue un
mecanismo de procesos de emision anti-Stokes (Kim y col., 2018). Este proceso
anti-Stokes corresponde a un proceso optico no lineal, en el que una especie se
excita con fotones de baja energia y emite un fotén de alta energia en rangos
que corresponden a UV, luz visible y luz en el infrarrojo cercano (Loo y col.,
2019).

La composicion de las nanoparticulas de conversién ascendente requiere de un
ion sensibilizador como el iterbio, de un emisor, como el holmio, erbio o tulio,
ademas de una matriz huésped (Loo y col., 2019). El color de emision y el
intervalo de luminiscencia se pueden ajustar aplicando diferentes tipos y
porcentajes de dopantes (Kim y col., 2018). El empleo de un sdlo ion lantanido
en su sintesis induce la conversién ascendente, mientras que, el codopaje
aumenta su eficiencia (Jethva y col., 2022). Debido al potencial que presentan
para biosensado, las nanoparticulas de conversion ascendente se pueden
funcionalizar con grupos amina, carboxilo o con distintas cargas. Ademas, se
puede llevar a cabo su encapsulacién con silice, lo que propicia que almacenen
cargas mas altas de farmacos. A su vez la conjugacion de UCNPs con
biomoléculas posibilita la sensibilidad y seguimiento especifico para su
aplicacién en terapia y en diagndstico. Esta bioconjugacion puede ser no
covalente, por adsorcion fisica, a través de fuerzas de Van der Waals, por
autoensamblaje electrostatico (que se basa en interacciones carga-carga) o por

apilamiento aromatico (Loo y col., 2019).
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Figura 2. Representacion de la arquitectura de una nanoparticula de
conversion ascendente (Adaptado de Loo y col., 2019).

Estas particulas presentan la absorcién de la luz de excitacion (luz infrarroja
cercana) por la coraza de Yb*3 y la transferencia de energia al ntcleo co-
dopado Er*3/ Yb*3 lo que origina emisiones azules, verdes y rojas
ascendentes o emisiones en el infrarrojo cercano reducidas. Se puede
bioconjugar su superficie con elementos de reconocimiento y elementos
terapéuticos para su aplicacion en biofotdnica y nanomedicina (Loo y col.,
2019).

[1.1.2. Encapsulacién de nanoparticulas de conversion ascendente con silice

La modificacion de la superficie de las UCNPs mediante encapsulacion con
silice mejora su dispersion en agua gracias a la presencia de grupos silanol.
Ademas, la silice es estable y, por sus caracteristicas Opticas, es transparente,
lo que resulta fundamental para no interferir con la senal de las UCNPs. Se ha

reportado que el recubrimiento de silice en las UCNPs presenta sensibilidad a
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interacciones no especificas y favorece la formacién de una biocorona de
proteinas sobre la superficie de las nanoparticulas. De este modo, la
encapsulacion con silice no solo permite una mejor dispersabilidad de las
UCNPs, sino también una mayor fuerza de union entre los ligandos o el

recubrimiento y la superficie de las nanoparticulas (Hlavacek y col., 2022).

Por otro lado, las nanoparticulas de silice mesoporosa (MSN, del inglés
Mesoporous silica nanoparticles) son nanotransportadores biocompatibles que
destacan por su gran area superficial y su facilidad de modificacién. Al recubrir
las UCNPs con silice es posible combinar las ventajas de las UCNPs y las MSN,
potenciando sus propiedades para su aplicacion en teranostica (Yan y col.,
2021).

Un sistema ideal de administracion de farmacos debe ser capaz de controlar la
carga, la velocidad y el periodo de liberacion del farmaco, ademas de dirigirlo
especificamente a la célula o tejido diana. Las MSN poseen propiedades clave
para esta aplicacién, como su estructura de poros ordenada, la distribucion
uniforme del tamafo de los poros, su gran area superficial y su alta densidad de
grupos silanol, que facilitan la uniéon de grupos organicos. El diametro de los
poros desempefia un papel crucial en la regulacidn de la velocidad de liberacion
del farmaco, mientras que el area superficial es determinante para cargar una
mayor cantidad de este. Asimismo, el ajuste del tamafio de los poros permite
incrementar la cantidad de farmaco que puede ser cargada en los
nanomateriales, optimizando su funcionalidad en aplicaciones terapéuticas
(Vallet y col., 2022).

[1.2. Lectinas en deteccién de cancer

El término lectina viene del latin legere y fue acunado por Boyd en 1954, significa
escoger o elegir. Estas proteinas se caracterizan por su origen no inmune y
presentan actividades biolégicas diversas como su funcién antiviral, antifungica,

mitogénica y anticancerigena. Las lectinas corresponden a un grupo de
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glicoproteinas que se encuentran bioldgicamente activas en tejidos vegetales.
Las lectinas también estan presentes en vertebrados, invertebrados, bacterias
y virus. Tienen la capacidad de aglutinar células debido a la especificidad y
afinidad por carbohidratos de la superficie celular, por lo que se emplean en
métodos diagndsticos y terapias en la investigacion del cancer (Reyes y
Gallegos, 2009; Gautam y col., 2019).

Alteraciones en la glicosilacion son distintivas de la transformacién oncogénica
y se encuentran involucradas en sefializacion celular, angiogénesis, modulacion
inmunitaria y metastasis que son procesos de evolucion del cancer; por
consiguiente, estos glicanos y sus perturbaciones se pueden seguir mediante el

uso de lectinas (Gupta, 2020).

Las lectinas de clasifican en cuatro grupos principales segun su especificidad
de union a azucares, estan las que se unen a la glucosa/manosa, aquellas que
se unen a la galactosa y N-acetil-D-galactosamina, a L-fucosa y las que tienen
preferencia hacia los acidos sialicos. Ademas de su afinidad por carbohidratos,
las lectinas son proteinas estables y resistentes, muestran un comportamiento
citotéxico hacia células cancerosas por su capacidad de diferenciar cambios en
los glicanos que expresan las células tumorales, tales como la ramificacién y
expresion de secuencias terminales inusuales. Algunas de las lectinas que se
han empleado en la administracién de farmacos son: la aglutinina de mani
(PNA), la aglutinina de germen de trigo (WGA) y aquellas que se unen a la
manosa. La WGA presenta especificidad hacia la N-acetilglucosamina (GIcNAc)
y hacia el acido sialico. La expresion abundante de GlcNAc ramificada (3 (1-6)
en canceres metastasicos permite la aplicacion de la aglutinina-L4 de Phaseolus
vulgaris y la WGA para el diagnostico de cancer, debido a su afinidad. Se han
desarrollado bionanocapsulas con lectinas cubiertas por bicapas lipidicas para
la administracion de farmacos, que tuvieron la capacidad de transportar ADN a

células tumorales, por lo que estos avances sugieren la posibilidad de emplear
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lectinas para la administracion inteligente de farmacos y la bioimagen de
tumores (Gupta, 2020).

La hipersialilacion tumoral es el aumento de residuos de acido sialico en la
superficie de células cancerigenas, se relaciona con una regulacion positiva de
sialiltransferasas y la regulacion negativa de neuraminidasas, lo que trae
consigo un incremento de acido sialico con carga negativa en la superficie de
las células. Esta hipersialilacion promueve la metastasis, estimulando la
invasion y migracion tumoral, inhibe la apoptosis y evade la inmunovigilancia.
Se han desarrollado diversos biomarcadores que aprovechan la hipersialilacién
de las células tumorales, por ejemplo, el marcador de cancer de pancreas, de
cancer de ovario y cancer de mama. Estos marcadores se basan en la deteccién
de enzimas, genes relacionados a las sialiltransferasas o productos sialilados
(Dobie y Skropeta, 2021).

Las lectinas, debido a su especificidad estrecha hacia ciertos carbohidratos
tienen una captura menor de proteinas plasmaticas, lo que permite que sean
mas selectivas hacia sus ligandos. Algunos ejemplos son la concanavalina A, la
lectina de Aleuria aurantia y la aglutinina de Lens culinaris, que se ha reportado

por absorber porcentajes bajos de proteoma plasmatico (Drake y col., 2010).

[1.2.1. Aglutinina de germen de trigo

La WGA es una de las primeras lectinas descritas y consiste en la mezcla de
tres isoformas WGA1, WGA2 y WGAS, las cuales forman un homodimero de
cadena polipeptidica de 18.0 kDa que se encuentra estable en un tamafo de
36.0 kDa con una simetria de doble eje. Dentro de las caracteristicas de esta
lectina destaca su afinidad por la N-acetilglucosamina (GIcNAc) y el acido N-
acetilneuraminico. La WGA tiene actividad citotéxica y fungicida, ademas de

presentar monémeros resistentes a pH acido. A diferencia de otras lectinas,
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tiene cantidades altas de glicina y media cistina, es rica en puentes disulfuro que
le otorgan estabilidad a pH acido (Balcitnaité y Dzikaras, 2021). La WGA puede
unirse a la sialil lactosa, que por su estructura cristalina permite obtener
informacion sobre como reconoce al acido sialico. Por otra parte, se reporta que
la WGA reconoce a la N-acetilglucosamina, acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac)
y N-acetilgalactosamina debido a que estos poseen caracteristicas topograficas
parecidas. Su similitud se encuentra en el carbono 2 y 3 respectivamente con
un grupo acetamida y un hidroxilo del anillo de piranosa de las dos hexosaminas
con las que tiene el acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) en el carbono 5y 4
(Dam y Brewer, 2007).

El acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) es el acido sialico que predomina en los
seres humanos, permite interacciones celulares, vigilancia inmunoldgica y
transduccion de senales; alteraciones en su metabolismo se relacionan con
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y cancer (Wu y col.,
2024).
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Figura 3. Representacion de la hipersialilaciéon en el cancer.

La sobreexpresion de acido sialico en células transformadas promueve el
desarrollo y supervivencia del tumor (Adaptado de Rodrigues y Macauley,
2018).
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Se ha reportado en estudios previos que WGA ejerce efectos inhibidores en el
crecimiento de células tumorales, induce la condensacion de cromatina,
fragmentacién nuclear y liberacion de ADN que se relacionan con la apoptosis
(Liu y col., 2010).

[1.3. Biocorona

Al introducir nanoparticulas en un biofluido, las proteinas presentes en el
biofluido comienzan a unirse al azar a la superficie de las nanoparticulas. A esta
union se le conoce como corona de proteina, esta union ocurre de dos maneras.
La corona dura que corresponde a la proteina que se une de manera estable a
la nanoparticula, y la corona suave, que como su nombre lo indica es aquella
corona formada por proteinas que no establecieron una interaccion fuerte con

el material (Visalakshan y col., 2020).

Corona suave

-

—
————

Figura 4. Representacion de la unidn de la corona suave y la corona dura a
una nanoparticula (Adaptado de Shannahan, 2016).
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La formaciéon de la biocorona dura puede brindarle a la nanoparticula
especificidad hacia cierto compuesto, por lo que el estudio de este fendmeno se
ha enfocado principalmente en tres ejes: que las nanoparticulas puedan pasar
desapercibidas por el sistema inmune, que tengan una buena focalizacion y
obtencién de materiales biocompatibles. Los dominios hidrofébicos e hidrofilicos
de las proteinas permiten que estas se reorganicen para interaccionar con la
superficie de los nanomateriales, cambiando su caracter hidrofébico o hidrofilico

segun sea el caso (Bilardo y col., 2022).

La biocorona tiene la capacidad de controlar la direccion de las nanoparticulas
in vivo, por lo que se estudia su focalizacién para aplicaciones tanto de

bioimagen como de terapia (Mahmoudi y col., 2016).

I1.4. Lineas celulares

El cultivo celular comprende procedimientos dentro del laboratorio que propician
el crecimiento de células eucariotas o procariotas en determinadas condiciones
que simulan las condiciones fisioldgicas del organismo de donde se aislaron las
células. Su aplicacién en investigacion ha propiciado la reduccion del uso de
animales como modelo. El origen del cultivo celular ocurre a principios del siglo
XX con el establecimiento de la linea celular HeLa. Esta linea celular se aislé de
una mujer afroamericana que padecia cancer de cuello uterino. El
establecimiento de la linea celular HeLa permiti6 sentar las bases de la
esterilidad para el manejo del cultivo celular, lo que a su vez facilité avances en
el estudio del crecimiento, maduracion de tejidos, biologia de los virus,
desarrollo de vacunas y produccién farmacéutica a nivel industrial (Skloot,
2017).

Los cultivos celulares son sumamente utiles para el estudio de mecanismos
moleculares, biocompatibilidad de nuevos materiales, toxicidad de compuestos
y produccion de agentes farmacolégicos. Son cultivos que se encuentran bien
definidos, lo que facilita la obtencién de datos con alta reproducibilidad. Hoy en
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dia existen diversas lineas celulares establecidas y se pueden adquirir en
biorepositorios, como en la Colecciéon Americana de Cultivos Tipo (ATCC por
sus siglas en inglés) , que proporciona un catalogo de diversas lineas celulares,
cepas de hongos y bacterias, asi como hojas de seguridad para el manejo

adecuado (Segeritz y Vallier, 2017).

[1.4.1. Linea celular MCF-7

La linea celular MCF-7 fue establecida por la Fundacién de Cancer de Michigan,
de donde deriva su nombre. Se aislé del derrame pleural de una mujer de 69
afos que presentaba adenocarcinoma de mama. Es una de las lineas celulares
de cancer de mama que responde a hormonas, presenta receptores de

estrogeno, progesterona y glucocorticoides (Bronowicka-Adamska y col., 2024).

Es una linea celular modelo en el estudio de cancer de mama y su cultivo se
puede realizar en Medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado
con antibiotico/antimicético y 10% de suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en
inglés). La linea MCF-7 exhibe una morfologia epitelial, como se puede observar

en la Figura 5 (Comsa y col., 2015).

Figura 5. Morfologia de linea celular de la Fundacion de Cancer de Michigan

correspondiente al aislado no.7 (MCF-7).
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[1.4.2. Linea celular MCF-12A

Las células MCF-12A se establecieron por la Fundacion de Cancer de Michigan
y corresponden a un cultivo de células humanas no tumorales que se derivan
de la mamoplastia de reduccion de una mujer de 60 afos, cuyos tejidos
presentaban una enfermedad fibroquistica benigna que permitié su
establecimiento; esta linea celular presenta una morfologia epitelial y es
adherente con crecimiento en monocapa, tal como se observa en la Figura 6.
Se utiliza como control negativo de modelo in vitro del cancer de mama

(Bronowicka-Adamska y col., 2024).

Figura 6. Morfologia de linea celular de la Fundacion de Cancer de Michigan

correspondiente al aislado no.12A (MCF-12A).

I1.5. Ensayo del MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)

El ensayo del MTT se utiliza como herramienta para medir la proliferacion y
viabilidad celular, asi como para evaluar la toxicidad de farmacos y la actividad
metabdlica de las células. El reactivo empleado en este ensayo es el bromuro

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio, una sal de tetrazolio. La
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reduccion de esta sal ocurre si existe actividad mitocondrial, es decir unicamente
en células viables, generando formazan. El formazan es una molécula insoluble
en agua de color violeta. Debido a su carga positiva y su estructura lipofilica, el
reactivo MTT, puede atravesar tanto la membrana celular como la membrana
mitocondrial de las células viables. Asi, las células metabdlicamente activas
tienen la capacidad de reducir el MTT. ElI formazan se disuelve en
dimetilsulféxido (DMSO), para posteriormente medir su absorbancia en un lector
de microplacas a 570 nm. Los valores de densidad optica (DO) obtenidos
reflejan la concentracion de formazan, lo que indica la reduccién intracelular del
MTT. La reaccion quimica que ocurre se representa en la Figura 7 (Ghasemi y
col., 2021).

Reductasa
74 |® mitocondrial
N
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Figura 7. Reaccion quimica que ocurre cuando se agrega la solucion de MTT a
las células viables. Las mitocondrias reducen el MTT para formar cristales de

formazan (Karumuri y Tech, 2013).
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La reduccién del MTT a formazan se lleva a cabo por la actividad de las
reductasas mitocondriales, no mitocondriales y de la membrana plasmatica de

células metabolicamente activas (Nga y col., 2020).

II.6. Métodos de caracterizacion y cuantificacion
[1.6.1. Método del acido bicinconinico (BCA)

El ensayo del acido bicinconinico fue propuesto en 1985 por Smith y
colaboradores, es un método colorimétrico simple, sensible y con alta
reproducibilidad que se utiliza para estimar la concentracion de proteina que
contiene una muestra. El valor de la concentracion se obtiene realizando la
medicidn de la absorbancia del cromoforo purpura Cu*t a A 4, = 562 nm que
se produce a partir de la reacciéon que ocurre en un medio alcalino entre el Cu?*
y los enlaces peptidicos de la muestra. La relacion que existe entre la
concentracion de proteina y la absorbancia presenta un comportamiento
aproximadamente lineal en rangos de 0.02 a 2 pg/ul , este método de
cuantificacion de proteinas se puede emplear aunque la muestra contenga
detergente, su presencia no afecta significativamente, ademas se puede
realizar en volumenes bajos si la cantidad de muestra que se esta analizando
es limitada, se puede adecuar el ensayo para que su practica se realice en tubos
de ensayo o en placas de 96 pozos segun sea el caso (Bainor y col., 2011;
Cortés-Rios y col., 2020).

Para la cuantificacion de proteinas de mezclas complejas, las metodologias
deben cumplir ciertos requerimientos: que sean faciles, rapidas y que el material
necesario pueda conseguirse facilmente, ademas de ser reproducible y
amigable, sin interferencias ni reacciones secundarias. Es asi que el BCA
satisface las caracteristicas por lo que se usa ampliamente para determinar la
concentracion de proteinas en muestras que van desde extractos de cultivo
celular, muestras de leche, alimentos, entre otras muestras (Cortés-Rios y col.,
2020).
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11.6.2. SDS-PAGE

La técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE, del inglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) se emplea para estimar pesos moleculares de proteinas de las
cuales no se tiene informacion, verificar su pureza e identificarlas. La separacién
por corriente eléctrica se lleva a cabo bajo la aplicacién externa de un campo
eléctrico, donde el gel actua como matriz de las particulas, por lo que la
interaccion entre la fuerza eléctrica y el gel permiten la migracion diferencial de
las proteinas que conforman una muestra. La electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS otorga cargas uniformes y caracteristicas
hidrodinamicas a las proteinas; el SDS les brinda una carga negativa y propicia
su despliegue, ademas el tratamiento con un agente reductor logra una mayor
desnaturalizacion. La migracion de las muestras dependera del peso de las
proteinas presentes, ya que las de bajo peso molecular se desplazaran mas
rapido que aquellas que presentan un tamafio mas grande. Esta migracion
permite estimar el peso molecular de la proteina al comparar la movilidad de la
proteina en el gel con la escalera de peso molecular, la presencia de una sola
banda se toma como un criterio de pureza. Este tipo de electroforesis se lleva a
cabo en camaras verticales; el espesor del gel se elige segun las caracteristicas
adecuadas para el analisis de las muestras: comunmente su espesor es de 0.75
- 1 mm, aunque también existen de 0.5 y 3 mm. Se pueden correr hasta 15
muestras en cada gel y su corrimiento se puede completar en 1 hora (Garfin,
2009).
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Figura 8. Esquema de los elementos necesarios para el desarrollo de la

electroforesis SDS-PAGE. Imagen creada en Biorender.

Los geles se obtienen a partir de la polimerizacion de la acrilamida y
bisacrilamida, cuyo mecanismo incluye la adicion de vinilo y se cataliza por un
generador de radicales libres, como el persulfato de amonio que actua como
iniciador y un acelerador como la tetrametilendiamina (TEMED). Se debe
desgasificar la solucién para eliminar el oxigeno, ya que este interfiere con la
polimerizacién. Su tamafio de poro se relaciona con la concentracion de
acrilamida ya que entre mayor sea, el tamafo de poro es menor. Para que se
obtengan geles de alta calidad y reproducibles se deben emplear reactivos de
alta calidad. El principio de este tipo de electroforesis es que se compone de un
sistema discontinuo que tiene dos geles, el gel separador que se coloca en la
parte inferior, y el concentrador que se prepara en la parte superior; ambos geles
exhiben diferentes porosidades, pH y fuerza iénica que permiten la separacion
de las proteinas. Mientras que uno actua como el concentrador el otro permite

la resolucion de manera uniforme de las muestras (Garfin, 2009).
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Figura 9. Representacion de la de reaccion de polimerizacion de la acrilamida
y la bisacrilamida. Reaccion iniciada por el persulfato de amonio y la
tetrametiletilendiamina (TEMED) (Garfin, 2009).

11.6.3. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

La técnica de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, del
inglés Fourier-transform infrared spectroscopy) se basa en la vibracion de los
atomos que componen una molécula mientras estudia la interaccion de la luz
infrarroja con la materia, por lo que es una herramienta empleada en la
caracterizacion de materiales, ya que de acuerdo a los modos vibracionales se
puede inferir la disposicion de los elementos y enlaces que lo constituyen
(Baudot y col., 2010).

Al analizar las vibraciones moleculares se pueden identificar los grupos
funcionales, ya que se asocian a bandas de absorcion infrarrojas caracteristicas.
En esta técnica se detectan las vibraciones asimétricas de las moléculas, por lo
tanto, el que no sea selectivo propicia la investigacion de diversos grupos
funcionales en muestras. Por ejemplo, a diferencia de otros tipos de
espectroscopia permite la observacion de aminoacidos y moléculas de agua. Se
aplica en el estudio de grupos polares y la identificacion de compuestos
organicos, las muestras pueden ser sélidas o liquidas. Las frecuencias
vibracionales que exhibe un grupo funcional son especificas dependiendo de los

atomos que se encuentran involucrados y sus enlaces, debido a esto ya se han
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establecido a que frecuencias absorben los principales grupos quimicos
(Berthomieu y Hienerwadel, 2009; Leng y col., 2023).

La espectroscopia FTIR es muy util en el estudio estructural de proteinas, ya
que permite la deteccion de cambios en la orientacion y los enlaces de
hidrogeno correspondientes a péptidos. Se centra principalmente en el analisis
de la estructura secundaria de las proteinas, donde las bandas amida se asocian
a frecuencias que corresponden a bucles, hélices « o laminas . La ventaja de
este tipo de espectroscopia es una reduccion en el tiempo de analisis y un bajo

costo comparado con otras técnicas (Terpugov, 2020).

El espectro que se obtiene del analisis por FTIR relaciona la absorbancia con
las longitudes de onda dependiendo de la absorcion de energia de los
compuestos, por lo que habra mas vibraciones dependiendo de la geometria,
este patrén del espectro de absorcion funciona como una huella digital que
permite la identificacidon de moléculas, lo que posibilita el analisis cualitativo y
cuantitativo de la muestra. Existen diferencias entre la frecuencia de absorcion
y la intensidad: mientras que una depende de los modos vibracionales la otra
esta relacionada con la capacidad de transferencia de energia, por lo que cada
compuesto covalente tiene un espectro infrarrojo caracteristico, tal como se

observa en la Figura 10 (Guerrero-Pérez y Patience, 2020).
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Figura 10. Intervalo de frecuencia respecto a los grupos funcionales que se
asocian a las bandas de estiramiento espectroscopica IR (Guerrero-Pérez y
Patience, 2019).

29



[1.6.4. Microscopia Electronica de Transmision

El microscopio electronico de transmision se desarrollé en 1930 por Ernst Ruska
al observar que podia manipular haces de electrones con una bobina magnética.
A diferencia de los fotones los electrones exhiben una longitud de onda corta y
una interaccion fuerte con la materia lo que propicia que estos equipos puedan
obtener una resolucion atdbmica. La microscopia electrénica de transmision o
MET brinda imagenes que son faciles de interpretar, permiten identificar
caracteristicas como distribucidon de tamano de particulas y morfologias, lo que
es una ventaja ya que se pueden analizar particulas a escala nanométrica (Rizvi
y col., 2021).

El sistema funciona con un haz de electrones que ilumina la muestra, luego
estos forman un patrén con la difraccion de los electrones y dan lugar a una
imagen en el plano focal posterior y el plano de imagen del lente objetivo que se
puede visualizar y registrar con una camara. En la Figura 11 se presenta el

esquema de un microscopio electrénico de transmision (Li y col., 2023).
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Figura 11. Esquema de un microscopio electrénico de transmision. (Tomado
de Liy col., 2023).



11.6.5. Microscopia Electronica de Barrido

Esta técnica se emplea en la caracterizacibn de materiales debido a la
capacidad de proporcionar imagenes topograficas de superficie con alta
resolucién, siendo asi que propicia la caracterizacién de la morfologia que
presenta la muestra, su estructura y composicion quimica superficial al incidir la

superficie con un haz de electrones (Na y col., 2021).

El sistema se compone de una fuente de iluminacién, una lente condensadora
y objetivo que son campos magnéticos que se disponen de manera
convergente. El microscopio electrénico de barrido (MEB) funciona con lentes
electrostaticas. Las bases para su desarrollo se establecieron en 1942 por
Zworikin, Hiller y Snijder, ya que ellos observaron que los electrones
secundarios son los encargados del contraste topografico. Es un instrumento
que se basa en el barrido de superficie de una muestra a través de un haz de
electrones que presenta una disminucion en su diametro por la interaccion con
lentes electromagnéticas que se forman por el paso de corriente por medio de
solenoides. Una vez que el haz interactua con la muestra genera sefiales que
se recolectan en un detector que produce una imagen (Mancera y Amaya,
2024).
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L \ Detector de electrones

Detector de rayos X secundarios

Muestra

Figura 12. Esquema de un microscopio electronico de barrido (Adaptado
de Nanoscience Instruments, s.f).
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11.6.6. Microscopia confocal

La microscopia confocal puede generar imagenes con un contraste alto
mediante el seccionamiento optico, el lente objetivo tiene una alta resolucion lo
que permite generar cortes muy delgados que pueden ser de hasta 1 um sin que
se corte la muestra fisicamente, por lo que se utiliza para cuantificar e investigar
la distribucion de moléculas fluorescentes. Una imagen o corte se puede
emplear para cuantificar si es representativa del espesor de la muestra que se
esta analizando. A su vez, también se pueden tomar diversas imagenes
cambiando el foco para generar datos 3D que permitan la reconstruccion y
cuantificacion por completo de la muestra. Este tipo de microscopio presenta
aberturas estenopeicas, se enfoca un laser en la muestra que excita moléculas
fluorescentes lo que provoca que estas moléculas emiten fluorescencia que es
captada por la lente objetivo y se enfoca hacia una segunda lente pasando por
un orificio estenopeico, el paso por este orificio garantiza que solo la
fluorescencia que se genera en el punto focal sea captada por el detector y de
ahi deriva su nombre, confocal se refiere a la posicién en que se encuentra el
orificio estenopeico ya que debe estar en un plano focal conjugado. Debido a
que solo puede recoger la fluorescencia de un punto focal a un tiempo, el
microscopio confocal emplea espejos de barrido para que el laser incida en la

muestra y genere de esta manera las imagenes (Jonkman y col., 2020).

La microscopia confocal exhibe una linealidad en cuanto a su deteccién por lo
que tiene ventajas en el estudio de tejidos, células y proteinas (Shihan y col.,
2021).

32



11.6.7. Espectroscopia por dispersion de energia

La espectroscopia por dispersion de energia (EDS) es una técnica analitica que
se basa en el uso de cristales de difraccion, los cuales permiten seleccionar una
longitud de onda a la vez en funcién del angulo de incidencia de los rayos X.
Esta técnica se emplea para identificar los elementos presentes en una muestra
problema, con una sensibilidad de hasta 1000 ppm y tiempos de analisis muy
reducidos. Para su funcionamiento, la EDS requiere un microscopio electrénico
de barrido (MEB) acoplado a un detector de estado sodlido, que permite la
deteccion de los rayos X emitidos por la muestra. Dicho detector incorpora
ventanas removibles que facilitan el analisis de los elementos (Mancera y
Amaya., 2024).

En resumen, la revision de antecedentes ha permitido comprender mejor el
desarrollo y la aplicacion de las nanoparticulas luminiscentes (UCNPs) en el
campo de la terandstica, que combina diagnostico y tratamiento en una sola
plataforma. Ademas, se destacé la importancia de las técnicas utilizadas para
analizar sus propiedades, como el tamafo, la forma, la composiciéon y su
comportamiento. Estos aspectos son fundamentales para este trabajo, que se
centra en el uso de nanoparticulas de silice luminiscentes recubiertas con
aglutinina de germen de trigo (WGA), una lectina con la capacidad de reconocer
de manera especifica células cancerosas. Gracias a esta caracteristica, estas
nanoparticulas tienen un gran potencial para ser utilizadas en la visualizacion
de células tumorales mediante técnicas de imagenologia, asi como también en
el tratamiento, al permitir la entrega dirigida de medicamentos. Todo lo revisado
en este capitulo proporciona una base solida para el desarrollo experimental
gue se abordara en los siguientes apartados de esta investigacion.
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HIPOTESIS

La modificacion superficial de nanoparticulas luminiscentes de conversion
ascendente (UCNPs) con la lectina WGA permitira la interaccion especifica de
las particulas con células que presentan procesos neoplasicos, a la vez que

mantendra un caracter biocompatible.
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IV. OBJETIVOS
IV.1. General

Modificar la superficie de nanoparticulas de silice mesoporosa dopadas con
lantanidos mediante su recubrimiento con aglutinina de germen de trigo (WGA),
y evaluar la capacidad del sistema para reconocer células con procesos

neoplasicos, e interaccionar en condiciones que aseguren la biocompatibilidad.

IV.2. Especificos

e Modificar la superficie de nanoparticulas con aglutinina de germen de trigo
(WGA), y con seroalbumina bovina (BSA), proteina inerte utilizada como
control.

e Caracterizar el patrén fisicoquimico, morfolégico y textural de los

nanosistemas, asi como evaluar su biocompatibilidad en cultivos celulares.
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V. METODOLOGIA
V.1. Materiales

V.1.1. Material biologico

Las lineas celulares que se utilizaron en el presente estudio fueron obtenidas a
partir de la ATCC que es la Coleccion Americana de Cultivos Tipo y se

describen en el Cuadro 1.

Cuadro 1.Lineas celulares empleadas en los ensayos.

Linea celular Tipo de célula Origen y afio de
aislamiento

MCF-12A Epitelial Células de glandula
mamaria de mujer de
60 afios no tumorales
aisladas por la
Fundacion de Cancer
de Michigan.

MCF-7 Epitelial Células de glandula
mamaria de mujer de
69 afios con
adenocarcinoma
aisladas en 1970 por la
Fundacion de Cancer
de Michigan.

V.1.2.Reactivos y materiales

En el Cuadro 2 se listan los reactivos y materiales utilizados.
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Cuadro 2. Reactivos y materiales utilizados.

Reactivos
Reactivo Descripciéon

DMEM Medio de Dulbecco Modificado por Eagle (Gibco
REF 11995-065)

FBS Suero fetal bovino (Gibco REF 16999-044)

Tripsina Tripsina 0.25 % (Cat.L0931500 de Biowest)

Pen-strep Penicilina estreptomicina (Cat.1514022 de Gibco)

Poli-D-lisina Matriz extracelular sintetizada (Cat.A3890401 de
Gibco)

WGA Lectina de Triticum vulgaris 10 mg (Cat.L9640 de
Sigma Aldrich)

BSA Seroalbumina bovina (Cat.A7906 de Sigma Aldrich)

SDS Dodecil sulfato sodico (Cat.436143 de Sigma
Aldrich)

BCA Solucién de acido bicinconinico (Cat.B9643 de

Solucién de sulfato
cuprico

Tris-HCI

Acrilamida/Bis 29:1
Solucion 30%

Sigma Aldrich)

Solucion de sulfato cuprico al 4% (Cat.C2284 de
Sigma Aldrich)

Trisaminometano (Cat.1610719 de Bio-Rad)

Acrilamida/Bisacrilamida (Cat.1610156 de Bio-Rad)
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Cuadro 2. Continuacién de reactivos y materiales utilizados.

Tampon de carga
cian/naranja TrackIT

MTT

TEMED
Glicina
DMSO

Fosfato de potasio
monobasico

Cloruro de potasio
Fosfato de sodio
dibasico
heptahidratado

Cloruro de sodio

Nanoparticulas

Tampodn de carga (Cat.10482028 de Invitrogen)

Azul de tiazolil Bromuro de tetrazolio (Cat.M5655 de
Sigma Aldrich)

Tetrametiletilendiamina (Cat.1610801 de Bio-Rad)
Acido aminoacético (Cat.G8898 de Sigma)
Dimetilsulféxido (Cat.472301 de Sigma Aldrich)

KH.PO, (Cat.P5655 de Sigma)
KCI (Cat.304001 de J.T. Baker)

NaxHPO,4 7H20 (Cat.S9390)

NaCl (Cat.S7653 de Sigma Aldrich)

Material sinterizado en el laboratorio del Dr. Pedro

MCM-41 Salas (Padrén, 2024)
luminiscentes
(JCS12)
Material
Material Descripcion

Microplaca de 96
pozos

Placa de 24 pozos

Microplacas de 96 pozos para cultivo celular,
estériles (Cat. 701011 de NEST)

Placas de 24 pozos para cultivo celular, estériles
(Cat.
702011 de NEST)
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Cuadro 2. Continuacion de reactivos y materiales utilizados.

Caja de cultivo Caja de cultivo celular 100 mm x 20 mm tratada con
poliestireno, estéril (Cat.704004 de NEST)

Rejillas para TEM Rejillas de soporte Formvar/Carbon, malla 200, de
cobre

(Cat. 01800-F de Ted Pella)

Membrana porosa Filtro de jeringa estéril 0.20 um (Cat.431224 de
Corning Incorporated)

V.2. Métodos

V.2.1. Preparacién de muestras para microscopia
V.2.1.1. Preparacion de muestras para MET

Las nanoparticulas JCS12 son nanoparticulas Iluminiscentes de silice,
corresponden a nanoparticulas de silice MCM-41 por lo que presentan una

estructura mesoporosa y una morfologia esférica.
e Para MCM-41 luminiscentes

Se pesaron 1 mg de nanoparticulas de silice mesoporosas luminiscentes, a las
cuales se agregd 1 ml de agua. Se suspendieron las particulas en una dilucién
1:250 vol/vol. Se tomaron 6 pl, que se colocaron sobre la rejilla para MET. La
preparacion se dejo secar en la campana y se resguardo a 4 °C hasta su

observacion.

39



3. Poner 6 pl de la dilucion
1:250 en la rejilla para TEM
en el lado mas brilloso(es el
que tiene el recubrimiento)
nanoparticulas + 960 I NOTA: Poner una caja petri
de agua de Pisa para con papel filtro de soporte
obtener una dilucion 1:25 por si la muestra se cae

2. Realizar otra dilucion,ahora
tomando 100 pl de la dilucién
de 1:25 + 900 pl de agua de
pisa

1. Tomar 40 ul de la
solucion de 1mg/ml de las

Figura 13. Esquema de la preparacion de muestras para MET
e Para MCM-41 luminiscentes bioconjugadas con BSA o WGA

Se centrifugaron las nanoparticulas a 13,000 rpm en centrifugadora SIGMA 1-
14K refrigerada, durante 30 minutos a 4 °C, y se retir6 el sobrenadante. Se utilizo
agua para ajustar la concentracion a 1 mg/ml. Las nanoparticulas se
resuspendieron y se preparé una dilucion 1:250. Se tomaron 6 pl, que se
colocaron sobre una rejilla para MET. La muestra se dejé secar en la campana

y se tifio con acetato de uranilo al 2%, el acetato de uranilo tifie el material

organico.

V.2.1.2. Preparacion de muestras para MEB

Se pesaron 2 mg de nanoparticulas de silice mesoporosas luminiscentes, a las
cuales se les agregd 1 ml de agua. Se resuspendié la solucion y se tomaron 5
Ml, que se colocaron sobre una rejilla para MET. La muestra se dejo secar en la

campana y se resguardo a 4 °C hasta el momento de su observacion.
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V.2.2. Adsorcién de proteinas en nanoparticulas

V.2.2.1. Adsorcion y remocion de corona suave

Se pesaron 2 mg de nanoparticulas estériles en tubos estériles y se incubaron
durante 24 h bajo agitacion a 4 °C, con 1 ml de una solucién estéril de proteina
a una concentracion de 1 mg/ml. Una vez transcurrido este tiempo, se detuvo la
incubacion y se centrifugaron las nanoparticulas a 13,000 rpm en una
centrifugadora SIGMA 1-14K refrigerada, durante 30 min a 4 °C. Se recuper? el

sobrenadante para su cuantificacion mediante el método del acido bicinconinico.

Posteriormente, se realizé un segundo lavado de las nanoparticulas con PBS
1X para lograr la remocion total de la corona suave; asimismo, el sobrenadante
se resguard6 para su posterior cuantificacion. Finalmente, se resuspendi6 el
concentrado de nanoparticulas en 1 ml de PBS 1X y ambas muestras de

proteinas se resguardaron a 4 °C hasta su uso.

(5ol
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-

1. Pesar 2 mg de MCM-41
luminiscentes previamente 2. Transferir 1000 pl de . -
esterilizadas a 170 °C por 2 h. solucion de proteina 1 mg/ml a v
Preparar solucion de proteina 1 los 2 mg de MCM-41
mg/ml (Manejar en hielo) luminiscentes para realizar la

3. Incubar a 4 °C en

bi ' i6 .
loconjugacion agitacion durante 24 h

Figura 14. Esquema de la adsorcion de proteinas en MCM-41 luminiscentes
con BSA o WGA
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V.2.2.2. Extraccion de corona dura

Para fines de cuantificacién, se extrajo la corona dura de las nanoparticulas
siguiendo la metodologia descrita por Visalakshan y colaboradores (2020), con
algunas modificaciones. En breve, se centrifugaron las nanoparticulas
bioconjugadas a 13,000 rpm en una centrifugadora SIGMA 1-14K refrigerada,
durante 30 min a 4 °C, y se descartd el sobrenadante. El concentrado se
resuspendio en 200 ul de PBS 1Xy se incubd a 95 °C en un bafo de agua Buchi
B-491, con 150 ul de una solucién de extraccion compuesta por Tris-HCI, SDS

y agua durante 15 min.

Una vez transcurrido este tiempo, se detuvo la reaccion inmediatamente con
hielo y se llevo a cabo una centrifugacion a 13,000 rpm durante 1 h a4 °C. Se
recupero el sobrenadante que contiene la corona dura, el cual se resguardé a 4

°C hasta su cuantificacion.

(5ol
-— — .

1. Preparar solucion @_‘ |
de extraccion . )
Tris-HCI-SDS  (Para J —
2ml) 2. Agregar la solucién de 3. Parar con hielo
Z1l25mg| g: '|S'rlijss_;|.|c| extraccion e  incubar inmediatamente la reaccion una

; durante 15 min a 95°C vez pasados los 15 min vy llevar
1875 pl de H20

a centrifugar a 13,000 rpm
durante 1ha4°C

Figura 15. Esquema de pasos para la remocién de corona dura

V.2.2.3. Método del acido bicinconinico

El reactivo de trabajo se prepard mezclando una solucion de Cu?* al 4% con
4.9 ml de una solucién de acido bicinconinico. Se mezclé suavemente hasta

obtener una solucién de color verde traslucida. Se prepard una solucién madre
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de albumina de suero bovino (BSA) a una concentracion de 2 mg/ml en solucion
salina isoténica (NaCl) y se realizaron diluciones seriadas de BSA en
concentraciones de 0, 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5 y 2 mg/ml.

En una microplaca de 96 pozos se afadieron 10 ul de cada solucién estandar o
de la muestra problema por triplicado, seguido de la adicion de 200 pl de reactivo
de trabajo en cada pozo. La microplaca se cubrié con papel aluminio y se incub6
durante 30 min a 37 °C en un agitador. Una vez transcurrido el tiempo, se dejé
enfriar a temperatura ambiente y se leyo la absorbancia en un lector de placas

a 562 nm, segun la metodologia de Smith (1985).

V.2.2.4.Electroforesis SDS-PAGE

Se prepararon los geles para la electroforesis siguiendo la metodologia descrita
por Laemmli (1970), con algunas modificaciones. Para el montaje del molde se
necesitaron dos placas de vidrio. Dependiendo del grosor deseado, se
seleccionaron las placas y el peine correspondiente. La concentracidon del gel
separador fue de 12%, por lo que se realiz6 la mezcla de los reactivos indicados
en el Cuadro 3, excepto el TEMED.

La solucién se desgasificd a través de una membrana de 0.22 um. Una vez
desgasificada, se anadié el TEMED vy se vertié la solucién entre las placas de
vidrio hasta alcanzar una altura aproximada de 4.5 cm. Para asegurar la
uniformidad de la superficie del gel, se anadieron 3 ml de isopropanol. El gel se

dejé polimerizar durante 20-25 min.

Una vez que el gel separador se polimerizd, se prepard el gel concentrador
siguiendo el mismo procedimiento, pero utilizando los reactivos indicados en el
Cuadro 4. El gel concentrador se dejé polimerizar y, una vez transcurrido el

tiempo, se almacend en una solucion de corrida 1X a 4 °C hasta su uso.
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Cuadro 3. Reactivos para la preparacion del gel separador para electroforesis

en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE).

Reactivo 12%
Agua destilada 3.35 ml
TRIS 1.5M pH 8.8 25ml
SDS al 10% 100 pl
Acrilamida/bisacrilamida 4 ml
Persulfato de amonio al 20% 50 pl
TEMED* 7 ul

Cuadro 4. Reactivos para la preparacion del gel concentrador para SDS-

PAGE.
Reactivo
Agua destilada 3.05 ml
TRIS 0.125M pH 6.8 1.25 ml
SDS 10% (W/W) 50 ul
Acrilamida/bisacrilamida 0.65 ml
Persulfato de amonio
10% 25 ul
TEMED* 7 ul

Para la corrida del gel, se llen6 la camara con una solucion amortiguadora 1X
compuesta por Tris-HCI, glicina y SDS a un pH de 8.3, y se colocé el gel en la
camara. Las muestras se prepararon para que el volumen final correspondiera
a 30 pl. La solucién de carga se encontraba en una relacion 6X, por lo que se

calculé la relacion adecuada segun la cantidad de proteina a cargar.

Se mezclo el volumen correspondiente de la muestra a una concentracion de 6
Mg/ul para lectina o 3 pg/ul para BSA con la solucion de carga. Estas cantidades
permitieron observar bandas claras en el gel. Las muestras se incubaron en

bafio Maria durante 5 min y, posteriormente, se dejaron enfriar a temperatura
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ambiente.

Una vez frias, las muestras se cargaron cuidadosamente en el gel. En el primer
carril se cargd la escalera de peso molecular, en los carriles restantes se
cargaron las muestras correspondientes a las soluciones de incubacion y las
coronas extraidas de las nanoparticulas bioconjugadas. Finalmente, se conect6

la camara a la fuente de poder y se dej6 correr la electroforesis.

V.2.2.5. Preparacion de muestras para FTIR
e Para MCM-41 luminiscentes

Se mezcld 1 mg de nanoparticulas con 1 ml de agua de PISA, se resuspendié
la solucion y se tomaron 50 pl, que se depositaron sobre un aluminio fijado a un
portaobjetos. La preparacion se dejé secar en vacio y se almacend en un tubo

cénico hasta su analisis.
e Para MCM-41 luminiscentes bioconjugadas con BSA o WGA

Se tomaron 500 pl de la solucion de 2 mg/ml correspondiente a las
nanoparticulas bioconjugadas y se afnadieron 500 pl de agua para obtener una
concentracion de 1 mg/ml. De esta solucién, 50 ul se depositaron sobre un
aluminio fijado a un portaobjetos. La preparacién se dejo secar en vacio y se

almacend en un tubo cénico a 4 °C hasta su analisis.
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V.2.3. Cultivo celular

Para el cultivo de las lineas celulares MCF-7 y MCF-12A respectivamente se
empleé medio DMEM suplementado con 10 % de FBS y 1% de penicilina-
estreptomicina y se dejé en incubacion a 5% de didxido de carbono (CO2 )y 37
°C. Su subcultivo se realizé cada dos dias o hasta alcanzar una confluencia del
70%.

Protocolo general para realizar un subcultivo celular:

1. Preparar medio de cultivo suplementado al 10% de FBS (vol/vol) y 1% de

antibidtico (vol/vol).
2. Retirar medio de la caja de cultivo y enjuagar con 10 ml de PBS 1X.

3. Agregar solucién de tripsina: La tripsina es una enzima proteolitica, que

permite que las células se despeguen de la caja de cultivo.
4. Agregar medio de cultivo y recuperar el contenido.
5. Centrifugar el contenido.

6. Retirar el sobrenadante y suspender el sedimento de células en medio de

cultivo suplementado.

7.Contar las células utilizando la camara de Neubauer. Hacer los calculos
necesarios para determinar cuanto volumen se debe tomar del tubo que

contiene las células para realizar el subcultivo.

8. Agregar medio de cultivo y el volumen de células correspondiente a los
calculos que se realizaron en el paso anterior, etiquetar la caja con fecha, linea

celular y nombre del usuario que la maneja.
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V.2.3.1. Cinética de crecimiento de lineas celulares en cajas de 96 pozos

Se exploro la densidad celular ideal para realizar pruebas de biocompatibilidad.
Estas pruebas consistieron en comparar cuantitativamente el crecimiento celular
de un cultivo control y otro sometido a concentraciones crecientes de particulas.
El objetivo es contar con condiciones de cultivo que permitan mostrar la
presencia de inhibidores o activadores del crecimiento celular. Es decir, se
evitaron puntos de crecimiento muy bajos donde las diferencias en cuanto a
velocidades de crecimiento fueron muy pequenas, o por el contrario puntos de

crecimiento donde la confluencia sature el limite de respuesta del ensayo.

Las células se sembraron en placas de microtitulacion de 96 pocillos a distintas
densidades celulares, en triplicado para cada condicion, utilizando medio DMEM
suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (FBS) y un 1 % de antibidtico.
La proliferacién celular se evalué mediante el ensayo de MTT a las 48, 72 y 96

horas posteriores a la siembra.

Para la realizacion del ensayo MTT, se aiadié al medio de cultivo una solucién
de MTT a una concentracion de 0.5 mg/ml. Las células se incubaron durante 3
horas a 37 °C en una atmdsfera con 5% de CO,. Finalizado el periodo de
incubacion, se retirdé el medio y se agregd dimetilsulféxido (DMSO) para
solubilizar los cristales de formazan formados. Finalmente, la absorbancia se

midié a 550 nm utilizando un lector de microplacas.
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Figura 16. Representacion de caja de 96 pozos con las diferentes densidades

celulares.
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V.2.4. Evaluacion de biocompatibilidad

Se sembro la densidad celular adecuada para las pruebas de biocompatibilidad
en placas de microtitulacion de 96 pocillos. Las células se incubaron durante 24

horas a 37 °C en una atmoésfera con 5 % de CO,.

Tras la incubacion inicial, se retir6 el medio de cultivo y se afadieron los
tratamientos correspondientes. Una vez administrados los tratamientos, las
placas se mantuvieron en incubacion a 37 °C en una atmaésfera con 5 % de CO,.
La viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo de MTT a las 24, 48 y 72

horas de exposicion a las nanoparticulas:

e Biocompatibilidad de MCM-41 luminiscentes
e Biocompatibilidad de MCM-41 luminiscentes@WGA (JCS12@WGA)
e Biocompatibilidad de MCM-41 luminiscentes@BSA (JCS12@BSA)

e JAOO0000000000
- FOO000000OTDO | s
TOO0POO0000D0 | i
2z, [P qOOPO00000 4
ozrin —1e00QO00000D0
svn [FQO0P00000QDO
Jelolslilelololelelolele
#OOO00POOOOOO

JCS12@WGA
0.01 mg/ml
0.03 mg/ml
0.1 mg/ml
0.3 mg/ml

Figura 17. Esquema de tratamientos y sus variantes de concentracion

correspondientes para la evaluacion de la biocompatibilidad.
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VI.

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
VI.1. Nanoparticulas y caracterizacion estructural

Las nanoparticulas MCM-41 son estructuras mesoporosas, que se caracterizan
por presentar una morfologia esférica y una estructura de poro hexagonal. La
distribucion estrecha de sus poros y su gran area superficial permiten su

aplicacion como acarreadores de farmacos (Fatima y col., 2025).

Las nanoparticulas utilizadas en este estudio fueron sintetizadas por el Dr.
Pedro Salas, del CFATA-UNAM, colaborador del proyecto. Para determinar las
caracteristicas precisas de tamano y morfologia se realizaron analisis por MEB
y MET.

Ambas microscopias se emplean en la caracterizacién de materiales debido a
que mediante MEB se puede visualizar la homogeneidad de talla y la morfologia
de las nanoparticulas, mientras que la MET permite observar de manera mas
detallada el arreglo de la estructura y la distribucidn de los poros. Los resultados
se muestran en la Figura 18, donde se observan particulas esféricas y con un
tamafo aproximado de 200-400 nm (Figura 18 a y b). También se observa la
presencia de poros, como se esperaba para la estructura tipica de las

nanoparticulas MCM-41 (Figura 18 cy d).

El tamano de las nanoparticulas se relaciona directamente con el tiempo de
circulacién, la distribucién, la acumulacion tisular y la captacion celular. El
tamafo éptimo para su aplicacion biologica es de 10 a 300 nm; sin embargo,
aquellas que van de 100 a 200 nm tienen una mayor acumulacion tumoral, por
lo que el tamaio de las nanoparticulas empleadas en este estudio se encuentra
dentro de los rangos Optimos para su aplicacidén en células con procesos
neoplasicos. La morfologia es otro factor que influye en la focalizacién, las
nanoparticulas presentaron una morfologia esférica lo que favorece la

internalizacién celular (Fatima y col., 2025).
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Figura 18. Imagenes obtenidas por MEB y MET de las nanoparticulas
JCS12. ay b ) Imagenes obtenidas por MEB de las particulas JCS12, ¢)
Imagen obtenida por MET de las particulas JCS12, y d) Ampliacion de la

imagen para la visualizacion de los poros

VI.1.1. Bioconjugacion de nanoparticulas con proteinas

Las nanoestructuras bioconjugadas fueron producidas a partir de la formacién
de una corona de proteina sobre las nanoparticulas de silice luminiscentes
JCS12, mediante fisisorcion, fenomeno esquematizado en la Figura 19. Esta
bioconjugacién ocurre debido a la interaccion inespecifica de los enlaces silanol
de la superficie de las nanoparticulas de silice con las proteinas; esta union se
presenta a partir de interacciones no covalentes e interacciones débiles. Sin
embargo, aunque las interacciones son débiles, las proteinas que a través de

motivos interactuan directamente con la nanoparticula presentan un mayor
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numero de enlaces respecto a las que no interactuan directamente con el
material, favoreciendo la formacién de una corona dura sobre la silice
(Visalakshan y col., 2020).

—
= Aglutinina de
germen de trigo
(WGA)

Nanoparticula
luminiscente

Figura 19. Estrategia para la bioconjugacion de las nanoparticulas
luminiscentes JCS12 con aglutinina de germen de trigo mediante

fisisorcién. Imagen creada con Canva.

Se removidé la corona suave mediante centrifugacion y lavados de la
nanoestructura bioconjugada. Para confirmar la obtencién de la nanoestructura
hibrida, es decir la formacion de la corona dura de proteina en la superficie de
las nanoparticulas, se realiz6 la caracterizacion de la nanoestructura mediante
FTIRy MET.

En la Figura 20 se presenta el espectro FTIR de nanoparticulas JCS12 nativas,
nanoparticulas JCS12 bioconjugadas con aglutinina de germen de trigo
(JCS12@WGA) y nanoparticulas JCS12 bioconjugadas con seroalbumina
bovina (JCS12@BSA). Esta técnica emplea radiacion infrarroja (RI) que se hace
incidir sobre la muestra, la absorcién de luz es transformada en vibraciones
moleculares. Con esta técnica se pueden identificar los grupos funcionales
presentes en la muestra, ya que cada uno se asocia a bandas de absorcion

infrarrojas caracteristicas, generandose un espectro. Como se muestra en la
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Figura 20, se observo que tanto las particulas nativas como las bioconjugadas
generan bandas caracteristicas de la silice; mientras que las nanoparticulas
bioconjugadas presentaron ademas bandas correspondientes a los enlaces
amida de las proteinas, sugiriendo la formacion de la biocorona en las
nanoparticulas. En el Cuadro 5 se muestra la interpretacién de las bandas

obtenidas.

Cuadro 5. Bandas caracteristicas de las nanoparticulas JCS12 nativas y las

bioconjugadas, analizadas por FTIR.

Nanoparticulas Bandas Tipo de vibracion
JCS12 1632 -OH Grupos hidroxilo
JCS@BSA 1073 Si-O-S;i
JCS12@WGA 804 Enlaces siloxano

967 Si-OH Enlaces

silanol

2981 -CHz

1600-1700 -Amida |

1480-1580 -Amida I

1220-1400 -Amida Il
JCS12@BSA 625-770 -Amida IV
JCS12@WGA 640-800 -Amida V

540-600 -Amida VI
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Figura 20. Espectro FTIR de nanoparticulas JCS12 nativas y
bioconjugadas. El espectro de absorcion de las nanoparticulas
bioconjugadas muestra las bandas correspondientes a los grupos

funcionales de la estructura inorganica (silice) y de las proteinas.

Ademas del analisis por FTIR, se examinaron las nanoparticulas bioconjugadas
mediante MET. A diferencia de las nanoparticulas nativas que permitian la
visualizacion de los poros, las bioconjugadas presentan materia organica en su
superficie, lo que indica la presencia de la corona de proteina en las

nanoparticulas bioconjugadas con BSA (Figura 21) y con WGA (Figura 22).
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a) ‘ | .‘ |

500 nm

Figura 21. a), b) y c) Imagenes obtenidas por MET de las particulas JCS12
bioconjugadas con BSA (JCS12@BSA) en distintos campos.

a) b) c)

Figura 22. a), b) y c) Imagenes obtenidas por MET de las particulas JCS12
bioconjugadas con WGA (JCS12@WGA) en distintos campos.

Se realiz6 una electroforesis SDS-PAGE para confirmar la presencia de proteina
en las nanoparticulas bioconjugadas. Previo a su andlisis en gel de
electroforesis, se llevd a cabo la extraccion de la corona dura de las
nanoparticulas bioconjugadas y se cuantific6 su concentracion mediante el

método del acido bicinconinico .
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La Figura 23 corresponde a la curva patron que se realiz6 mediante el ensayo
de BCA, en el Cuadro 6 se despej6 la ecuacién que se obtuvo de la ecuacion
de la curva patrén de proteinas, y = 0.3631x + 0.1045 en funcién de x, para
obtener la concentracion de corona dura de proteina presente en las
nanoparticulas bioconjugadas. De acuerdo a este analisis, las nanoparticulas
bioconjugadas contenian 0.2354 mg/ml de WGA y 0.1087 mg/ml de BSA.

Una vez que se cuantifico la concentracion de corona dura presente en las
nanoparticulas bioconjugadas se realizé el gel de electroforesis. En la Figura 24
se muestran los resultados. Como puede verse, ambas coronas de proteina
corresponden a las proteinas empleadas en la bioconjugacion, debido a que
muestran las bandas caracteristicas en los pesos moleculares reportados en la
literatura, siendo 18 kDa para la WGA (Rice y Etzler,1974) y 66 kDa para la BSA
(Balkani y col., 2016).

0.9 -
0.8 -
0.7 -
0.6 -

0.5 -

y =0.3631x + 0.1045

0.4 1 R? = 0.9961

0.3 -

0.2 -

Absorbancia (u.a)

0.1 -

0 025 05 075 1 125 15 175 2
Concentracion de proteina (mg/ml)

Figura 23. Curva patron de proteinas obtenida por el método del acido
bicinconinico (BCA).

55



Cuadro 6. Concentracion de corona dura de proteinas presentes en las

nanoparticulas JCS12.

Corona dura de proteina de Absorbancia Concentracion
nanoparticulas bioconjugadas (u.a) (mg/ml)
JCS12@WGA 0.189 0.2354
JCS12@BSA 0.143 0.1087
PM kDa
250 m— -FU—:.
150 =
100 =—
75 =
i
50 =—
37—
25 w—
15 =— e e —
10 =
5 = -
1 2 3 4

Figura 24. Analisis de proteinas extraidas de la corona dura de

nanoparticulas funcionalizadas. 1) Escalera de peso molecular, 2) Solucién

de WGA, 3) Corona dura de nanoparticulas bioconjugadas con WGA ,4)

Solucién de BSA, y 5) Corona dura de nanoparticulas bioconjugadas con

BSA. Gel de electroforesis revelado con azul de Coomassie.




VI.1.2. Biocompatibilidad de nanoparticulas

Para la aplicacion biomédica in vivo de cualquier tipo de nanomaterial es
fundamental evaluar su biocompatibilidad. En el caso de las UCNPs, algunos
estudios sefialan que pueden presentar citotoxicidad, ya que generan especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) e inducen apoptosis por
estrés oxidativo, lo cual depende tanto de la dosis como del tiempo de

exposicion celular (Li y Liu., 2024).

Sin embargo, se ha reportado que el recubrimiento de las UCNPs con
biomoléculas u otros materiales puede mejorar su biocompatibilidad. Por
ejemplo, se reportd que UCNPs recubiertas de polietilenimina conjugadas con
doxorrubicina, presentaron mas del 90 % de viabilidad celular en las lineas
celulares L929 y NIH/3T3, ambas lineas celulares de fibroblastos derivadas de
ratones. Estas lineas celulares se emplean para pruebas de transfeccion,
toxicidad y estudios de transformacién celular (Khan y col., 2024). En otro
estudio se incubaron concentraciones crecientes de hasta 125 yg/ml de UCNPs
recubiertas con quitosano que mostraron viabilidad en fibroblastos de ratén
L929 (Zong y col., 2022). También se ha mencionado que recubrir a las UCNPs
con silice mejora su biocompatibilidad y su eficiencia de carga; por ejemplo, la
tasa de supervivencia de las células HSC-4 después de 48 horas de exposicidon
se mantuvo alta aun en una concentracién maxima de 1000 pg/ml de UCNPs
(Song y col., 2025). En otro estudio se comparo la viabilidad de fibroblastos y
queratinocitos expuestos a UCNPs, encontrandose que los queratinocitos
redujeron su viabilidad en un 76% y mostraron una captacion celular
inespecifica, al contrario de las UCNPs recubiertas que exhibieron una menor

citotoxicidad y una mejor internalizacion celular (Guller y col., 2015).

En este trabajo se evaluo la biocompatibilidad de nanoparticulas de conversién

ascendente recubiertas con silice y el efecto de su decoracién con proteinas.

Se evalué la biocompatibilidad de nanoparticulas JCS12, nanoparticulas
JCS12@BSA y nanoparticulas JCS12@WGA a diferentes concentraciones
mediante el ensayo colorimétrico con sales de tetrazolio (bromuro de 3-(4,5-
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dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio) MTT, para evaluar la viabilidad celular.

Como un primer paso se identifico la densidad celular éptima para las pruebas
de biocompatibilidad, estableciendo condiciones de cultivo que permitieran
detectar tanto un aumento como una disminucion del crecimiento celular. Se
procuro evitar tanto densidades demasiado bajas, en las que las diferencias en
las tasas de crecimiento eran minimas, como densidades excesivamente altas,

gue conducian a una confluencia superior a los niveles aceptables.

Se utilizaron dos lineas celulares: MCF-7, derivada de un adenocarcinoma de
tejido mamario, y MCF-12A, procedente de tejido mamario sano, empleada
como linea control. La eleccion de estas lineas celulares respondioé al objetivo
de evaluar la interaccion de las nanoparticulas decoradas con aglutinina de
germen de trigo en células tumorales, y compararla con su comportamiento en

células no tumorales.

Tras realizar los estudios cinéticos se establecieron las cantidades 6ptimas de
células a sembrar en placas de 96 pozos para las pruebas de biocompatibilidad:
3,500 células por pozo para la linea MCF-12A y 8,000 células por pozo para la
linea MCF-7. Esta diferencia en la densidad entre las dos lineas se debid a sus

distintas velocidades y condiciones de crecimiento.

Las células fueron sometidas a distintos tratamientos con concentraciones de
0.01, 0.03, 0.1 y 0.3 mg/ml de nanoparticulas. Estas concentraciones fueron
seleccionadas con base en estudios previos, en los que se ha informado que las
nanoparticulas de silice no presentan efectos citotoxicos significativos hasta

alcanzar una dosis de 0.3 mg/ml (Valdemar-Aguilar y col., 2020).
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VI1.1.3.El recubrimiento de UCNPs con proteinas disminuye los efectos tdxicos

en ceélulas epiteliales normales.

Al analizar los datos obtenidos de los experimentos de biocompatibilidad se
observé un comportamiento dependiente de la dosis, en el que el aumento de
la concentracion de nanoparticulas se correlaciond con una disminucion de la
supervivencia relativa de las células frente al tratamiento. Asimismo, la
decoraciéon con proteinas en la linea MCF-12A mejoré notablemente la
biocompatibilidad de las nanoparticulas. En concreto, la supervivencia relativa
de las células MCF-12A expuestas a nanoparticulas recubiertas con BSA, tras
72 horas de exposicién, mostré un porcentaje de densidad éptica del 72.88 %
en la dosis mas alta (0.3 mg/ml), como se muestra en la Figura 25. Por su parte,
las células tratadas con nanoparticulas recubiertas con WGA presentaron una
supervivencia del 66.35 %. En contraste, las nanoparticulas sin recubrimiento
alcanzaron un indice de densidad 6ptica de solo un 49.16 %. Estos resultados
coinciden con lo reportado previamente, ya que se ha demostrado que la
decoraciéon de nanoparticulas con proteinas mejora la biocompatibilidad de las
UCNPs (Bilardo y col., 2022). La BSA se utiliza ampliamente en el recubrimiento
de nanoparticulas debido a su reconocida biocompatibilidad. Diversos estudios
han demostrado que su presencia en la superficie de las nanoparticulas puede
actuar como un factor suplementario para el crecimiento celular (Sun y col.,
2024). Por otro lado, también se ha descrito que el recubrimiento con WGA
presenta un comportamiento biocompatible. No obstante, este compuesto ha
mostrado citotoxicidad selectiva hacia lineas celulares tumorales, como la MCF-
7 (Derakhshandeh y col., 2024).

En la Figura 25a se muestran los resultados del ensayo MTT tras 24 horas de
exposicion de la linea celular MCF-12A a los distintos tratamientos. De acuerdo
con el analisis estadistico, no se observaron diferencias significativas entre los

grupos analizados.
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En la Figura 25b se presentan los resultados correspondientes a las 48 horas
de exposicion. En este caso, el analisis estadistico revel6 que, a medida que
aumenta la concentracion de nanoparticulas, se incrementan las diferencias
entre los tratamientos. A una concentracion de 0.3 mg/ml, se identificaron
diferencias significativas entre los tratamientos con JCS12 y JCS12@WGA
respecto a JCS12@BSA, lo que sugiere que, a concentraciones elevadas, las
nanoparticulas interacttan de manera diferencial con las células, segun sus

propiedades superficiales.

Por ultimo, en la Figura 25c se muestran los resultados obtenidos tras 72 horas
de exposicion. En este punto, tanto la concentracion como el tipo de
nanoparticula tuvieron efectos significativos sobre el indice de densidad 6ptica.
Las mayores toxicidades se observaron en las concentraciones de 0.1 mg/ml y
0.3 mg/ml, especialmente con nanoparticulas nativas. No se detectaron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con

nanoparticulas bioconjugadas.
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Figura 25. Resultados del ensayo de biocompatibilidad de la linea MCF-12A
a diferentes tiempos de exposicién. Ensayo colorimétrico MTT. indice de
densidad 6ptica a) 24 horas de exposicion, b) 48 horas de exposicion y )

72 horas de exposicion. Los datos son el promedio de 2 experimentos
independientes expresados como media +SEM. Analisis por ANOVA de dos

vias.

*p<=0.05 **p<=0.01 ***p<=0.001

En la Figura 26 se presentan los resultados del ensayo MTT en la linea celular
MCF-12A a distintos tiempos de exposicidon. Tanto el tiempo de exposicién como
el tipo de nanoparticula mostraron efectos significativos en la respuesta celular.
Las diferencias mas notables se observaron entre las 48 y 72 horas, destacando
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especialmente la respuesta diferencial entre las nanoparticulas decoradas y las

nativas.

Jcs12
100+ = JCS12@WGA

— % - -+ JCS12@BSA

50

indice de densidad 6ptica %

0

I I I
24 h 48 h 72 h
Supervivencia relativa de las células
a 0.1 mg/ml de nanoparticulas

Figura 26. Resultados del ensayo de biocompatibilidad de la linea MCF-12A
expuesta a una concentracion de 0.1 mg/ml. Ensayo colorimétrico MTT.
indice de densidad 6ptica del cultivo a distintos tiempos de exposicion. Los
datos son el promedio de 2 experimentos independientes expresados como
media +SEM. Analisis por ANOVA de dos vias.

*p<=0.05 **p<=0.01 ***p<=0.001

VI.1.4.El recubrimiento de UCNPs con proteina inerte, y con WGA induce

efectos diferenciales en células neoplasicas.

Probablemente, y debido a la selectividad que presenta la aglutinina de germen
de trigo (WGA) hacia células con procesos neoplasicos, los resultados de las
pruebas de biocompatibilidad en la linea MCF-7 frente a los distintos
tratamientos mostraron un comportamiento diferenciado en comparacién con la
linea MCF-12A.En la Figura 27, las células MCF-7 incubadas con

nanoparticulas sin decorar, a una concentracion de 0.3 mg/ml, presentaron una
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densidad o6ptica del 58.65 % a las 72 horas. Aquellas decoradas con WGA
mostraron una supervivencia relativa del 61.80 %, mientras que las recubiertas
con BSA alcanzaron un 75.30 % de densidad Optica. Las nanoparticulas
bioconjugadas con WGA mostraron diferencias significativas respecto al
tratamiento con BSA. Estos resultados podrian indicar que las nanoparticulas
decoradas con WGA ejercen un efecto citotoxico sobre esta linea celular
tumoral, lo que concuerda con algunos reportes previos en la literatura. Incluso
a bajas concentraciones, la WGA ha demostrado toxicidad frente a células
cancerosas, lo que ha motivado su uso frecuente en la decoracion de
nanoparticulas, dada su capacidad para favorecer la selectividad hacia células

tumorales (Prabhu y col., 2024).

Aunque estos datos de biocompatibilidad in vitro sugieren que las
nanoparticulas decoradas con WGA tienen afinidad por células tumorales, es
necesario emplear otras técnicas de analisis masivos de los cultivos, como
citometria de fluyo o ICP-OES (Plasma de acoplamiento inductivo-
Espectroscopia de emision o6ptica) para evaluar el direccionamiento de las

nanoparticulas JCS12 hacia las células con procesos neoplasicos.

La citometria de flujo es una técnica que permite medir las caracteristicas fisicas
y quimicas individuales de las células suspendidas en una solucién, lo que
favorece la medicion de parametros multiples de manera simultanea. La
conjugacion de marcadores fluorescentes con anticuerpos ha posibilitado la
deteccion y la cuantificacion de receptores de la superficie, del citoplasma
celular y la deteccion de procesos bioquimicos (Patifio y col., 2022). Mientras
que la espectroscopia de emision Optica con plasma acoplado inductivamente
(ICP-OES, por sus siglas en inglés) es una técnica que permite determinar
trazas de elementos en diversas matrices (Heinert y col., 2020). Ambas técnicas

son capaces de analizar miles de células en una corrida.
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En la Figura 27a se presentan los resultados obtenidos tras 24 horas de
exposicion de las células a diferentes concentraciones de nanoparticulas. Los
datos indican que el tipo de nanoparticula tuvo un efecto significativo. Segun el
analisis post hoc mediante la prueba de Tukey, las nanoparticulas decoradas
con BSA mostraron diferencias significativas en comparacion con los demas
tratamientos, lo que sugiere que las nanoparticulas recubiertas con WGA tienen

un comportamiento igual de téxico que las nanoparticulas nativas.

En la Figura 27b se muestran los resultados del ensayo MTT obtenidos a las 48
horas. De acuerdo a los resultados de viabilidad celular, la toxicidad de UCNPs
a células MCF-7 puede ser revertida con un recubrimiento de BSA (una proteina
inerte), pero no con WGA, molécula reportada por tener una toxicidad intrinseca

en células neoplasicas.

Por ultimo, la Figura 27c presenta los resultados del ensayo MTT en la linea
celular MCF-7 tras 72 horas de exposicion. En este caso, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con JCS12,
JCS12@WGA y JCS12@BSA.
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Figura 27. Resultados del ensayo de biocompatibilidad de la linea MCF-7 a
diferentes tiempos de exposicién. Ensayo colorimétrico MTT. indice de
densidad 6ptica a) 24 horas de exposicion, b) 48 horas de exposicion y )
72 horas de exposicion. Los datos son el promedio de 2 experimentos
independientes expresados como media +SEM. Analisis por ANOVA de dos
vias

*p<=0.05 **p<=0.01 ***p<=0.001

En la Figura 28 se presentan los resultados obtenidos tras la exposicioén de la
linea celular MCF-7 a 0.1 mg/ml de nanoparticulas durante distintos tiempos de
incubacion. Se observd un efecto significativo tanto del tiempo de exposicion
como del tipo de nanoparticula sobre el indice de densidad 6ptica.

La prueba de Tukey revel6 diferencias significativas entre las nanoparticulas
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decoradas con WGA y las decoradas con BSA a las 24 horas. A las 48 horas se
identificaron diferencias significativas entre JCS12 y JCS12@BSA, asi como
entre JCS12@QWGA y JCS12@BSA. Sin embargo, a las 72 horas no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos

tratamientos.

2

S JCS12

§_ 100 *x = JCS12@WGA
E — : -+ JCS12@BSA
-E L}
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b= 50-
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Supervivencia relativa de las células
a 0.1 mg/ml de nanoparticulas

Figura 28. Resultados del ensayo de biocompatibilidad de la linea MCF-7
expuesta a una concentracién de 0.1 mg/ml. Ensayo colorimétrico MTT.
indice de densidad optica del cultivo a distintos tiempos de exposicion. Los
datos son el promedio de 2 experimentos independientes expresados como
media +SEM. Analisis por ANOVA de dos vias.

*p<=0.05 **p<=0.01 ***p<=0.001

En general, aunque la decoracion con proteinas mejoro la biocompatibilidad, el
porcentaje de viabilidad celular sigue siendo inferior al 90 %, valor que ha sido
reportado en otros estudios que emplean concentraciones de hasta 2.3 mg/ml
de nanoparticulas de silice (Razavi y col.,, 2020). Esta diferencia podria
atribuirse a la naturaleza del tipo de nanoparticula utilizada. En este caso, se
estan estudiando UCNPs, que, si bien estan recubiertas con silice, presentan
propiedades distintas debido a la presencia de iones lantanidos.
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Por otro lado, los valores de biocompatibilidad inferiores al 90 % podrian estar
asociados a problemas fisicos de obstruccion de la respiracion celular del
cultivo, asi como también a la agregacion de nanoparticulas. Se ha reportado
que la interaccidn entre el medio de cultivo y las nanoparticulas puede provocar
la agregacion de las nanoparticulas, a causa de la presencia de grupos silanol
desprotonados que interactuan con el pH del medio (Nguyen y col., 2024). Se
han descrito los factores principales que influyen en la citotoxicidad de las
nanoparticulas de silice, tales como: el método de sintesis, la agregacion de
nanoparticulas, las condiciones experimentales y el método que se emplea para
evaluar la citotoxicidad, explicando que las dosis, el tiempo de exposicién, el tipo
de linea celular en la que se llevan a cabo los ensayos y la presencia de
componentes del medio de cultivo, como el suero, pueden afectar la toxicidad
de las nanoparticulas. Otro factor a considerar es el tipo de estudio, un sistema
in vivo es mas complejo y permite analizar a detalle la relacién entre la toxicidad
de las nanoparticulas con el entorno biolégico, ademas de evitar el problema
fisico de la evaluacion de la citotoxicidad in vitro, ya que debido a la
sedimentacidon de nanoparticulas en la monocapa celular, aunque la silice sea
biocompatible, el disefio experimental no permite el recambio de medio para
evitar la obstruccion de la respiracion celular, tal como ocurriria in vivo (Miao y
col., 2024).

V1.1.5.Ensayos de internalizacion celular

Tras el analisis de los resultados de biocompatibilidad, se procedié a realizar
pruebas de internalizacion celular de las UCNPs.

Se intenté visualizar la sefal luminica de las UCNPs utilizando un microscopio
confocal, considerando que estas nanoparticulas no solo presentan
luminiscencia al ser excitadas con luz infrarroja, sino que también presentan
sefal al excitarse con luz ultravioleta. En la Figura 29 se muestran las imagenes

confocales obtenidas de la linea MCF-12A expuesta durante 5 horas a una
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concentracion de 0.05 mg de UCNPs y se puede observar, que no fue posible

visualizar la senal de las nanoparticulas.

c)

Figura 29. a y b) Imagenes obtenidas por microscopia confocal de células
MCF-12A después de 5 horas de exposicion a una dosis de 0.05 mg/ml de
nanoparticulas JCS12. ¢) Imagen obtenida por microscopia confocal de

células MCF-12. Los nucleos se tifieron con DAPI.

La luminiscencia de las UCNPs puede lograrse mediante la incorporacion de un

unico ion lantanido; no obstante, el co-dopaje con otros iones lantanidos mejora
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notablemente su eficiencia. La sintesis de este tipo de nanoparticulas requiere
considerar diversos factores, entre los que se encuentra la concentracion 6ptima
de los dopantes. Asimismo, para lograr una elevada eficiencia luminiscente, es
fundamental que la técnica de sintesis permita un control preciso del tamanio, la

morfologia y la composicion de las particulas (Jethva y col., 2022).

Dado que no se obtuvo sefal de luminiscencia en las imagenes adquiridas
mediante microscopia confocal, como se muestra en la Figura 29, se procedid
a realizar un analisis por espectroscopia de dispersién de energia (EDS, por sus
siglas en inglés) de las nanoparticulas. Los resultados del analisis EDS se
presentan en la Figura 30 y muestran, una falta de homogeneidad en el lote de
nanoparticulas: en algunas zonas se detecto la presencia de tulio, mientras que
en otras no; lo mismo ocurrié con el iterbio. Ambos iones corresponden a los

lantanidos responsables de la luminiscencia de estas nanoparticulas.
Esta heterogeneidad en la composicion elemental, concretamente en cuanto a

la distribucion de los lantanidos, podria explicar la baja luminiscencia
observada. Dicha falta de uniformidad resulta inadecuada para aplicaciones de
bioimagen que requieren analisis puntuales a nivel celular. Por esta razén, no
se pudo visualizar la internalizacion celular de las nanoparticulas en las pruebas

de microscopia.

Para aplicaciones de bioimagen, las UCNPs deben dirigirse especificamente
hacia células o tejidos diana, donde su presencia permita mejorar el contraste y
la sensibilidad de la imagen. Por tanto, se requiere seguir investigando y
probando diferentes condiciones que permitan obtener UCNPs homogéneas y

con alta eficiencia luminiscente (Jethva y col, 2022).
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JCS12 ¢

SE_MAG: 250 x HV: 1.0 kV WD: -1.0 mm Px: 1.09 ym

Figura 30. Imagenes obtenidas por mapeo de analisis elemental de las
particulas JCS12 nativas. El analisis se realizé en zonas diferentes de las
nanoparticulas y, los resultados mostraron la falta de homogeneidad de los

lantanidos presentes en las nanoparticulas.
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VII.

CONCLUSION

Los resultados de este estudio demuestran que el recubrimiento de las UCNPs
JCS12 mediante fisisorcion con biomoléculas como la seroalbumina bovina
(BSA) y la aglutinina de germen de trigo (WGA) fue exitoso, como lo
evidenciaron las pruebas de caracterizacion del material. Las microscopias
electronicas de barrido (SEM) y de transmisién (TEM), junto con el analisis por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), confirmaron la
presencia del recubrimiento superficial. Este hallazgo respalda la aplicabilidad
de esta técnica de funcionalizacion para dirigir nanomateriales hacia células o
tejidos especificos. En cuanto a los ensayos de biocompatibilidad, las
nanoparticulas decoradas con BSA mostraron un mayor porcentaje de
supervivencia relativa en la linea celular MCF-7, en comparacion con los demas
tratamientos. En cambio, en la linea MCF-12A no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las nanoparticulas decoradas con BSA y
las funcionalizadas con WGA, en relacién con las nanoparticulas sin decorar.
Este comportamiento diferencial entre ambas lineas celulares sugiere un posible
direccionamiento selectivo de las nanoparticulas recubiertas con WGA hacia
células tumorales. Dado que no fue posible visualizar la internalizacién celular
ni el direccionamiento de las nanoparticulas mediante microscopia confocal, se
recomienda el uso de técnicas complementarias como la citometria de flujo o la
espectrometria de emisidn Optica con plasma acoplado inductivamente (ICP-
OES). Estas metodologias permiten un analisis individualizado de las células, lo
que proporciona una evaluacion mas precisa y cuantitativa de la interaccion
entre las nanoparticulas y las células. Por ultimo, en relacion con la falta de
homogeneidad en la distribucion de los lantanidos en las nanoparticulas JCS12,
es importante considerar que dicha variabilidad puede afectar directamente su
aplicacién. En el caso de aplicaciones en bioimagen, es fundamental asegurar
durante la sintesis de las nanoparticulas la homogeneidad en el dopado de las
mismas, ya que todas deben emitir con la misma intensidad y luminiscencia para

garantizar resultados confiables y reproducibles.
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ordenes para cualquier duda o aclaracion.

Iza Fernanda Pérez Ramirez

Presidente

Comité de Bioética de la Facultad de Quimica
Universidad Autonoma de Querétaro

CRECER EN LA = focquim@uog.mx Centro Universitorio, Cemo de las Companas s/n,
DIVERSIDAD | 43 442192 12 00 EXT. 5501 y 5505 Santiogo de Querétaro, Qro. México. C.P. 76010.
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