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1. ANTECEDENTES

1.1INTRODUCCION
Actualmente, el cancer es uno de los principales problemas de salud y la principal
causa de muerte a nivel mundial, de acuerdo con la Organizacion Mundial de las
Salud (OMS, 2022); siendo el causante de afecciones y dafios a nivel
multiorganico; ya sea piel, 6rganos o huesos.

Uno de los factores principales de la alta tasa de mortalidad por cancer se debe
a su deteccion tardia de la enfermedad, segun la OMS (OMS, 2022); sin
embargo, estd se ha visto obstaculizada por los limites de los métodos de
deteccion actuales. Hoy en dia, existen técnicas de imagen, pero solo detectan
el cancer cuando existe un cambio visible en el tejido; en tal caso, miles de
células de cancer pueden haber proliferado e inclusive haber hecho metastasis
(Cardenas Retuerdo, 2010). Ademas, siendo incapaces de distinguir las lesiones
benignas de las maligna (Pavitra et al., 2021). También, hay métodos de andlisis
morfolégicos de tejidos o células, sin embargo, son andlisis que no pueden ser
aplicados de una forma eficaz e independiente para obtener diagndstico del
cancer en una etapa temprana.

Recientemente, se han desarrollado avances nanotecnoldgicos que permiten
una interaccion Unica con los sistemas biolégicos a nivel molecular; siendo
ideales para la deteccion precoz y tratamiento de distintos tipos de canceres.
Principalmente, se ha optado por el desarrollo de nanosistemas especificos no
invasivos capaces de detectar el cancer en diferentes 6rganos y de establecer el
sitio de formacion del tumor (Levenson, 2007).

La deteccion de cancer por medio de nanosistemas puede ser independiente del
observador, ya que éstos se basan en el uso de nanoparticulas, generalmente,
semiconductoras, metélicas o magnéticas, como agentes de contraste para
marcaje celular; y pueden ser aplicadas para obtener imagenes de tumores in
vivo, determinar el perfil biomolecular de biomarcadores cancerosos y la
administracion dirigida de farmacos (Yezhelyev et al., 2006).

En este proyecto se plantea el desarrollo de un sistema nanoestructurado que
nos va a servir como una herramienta auxiliar para la deteccién de células
cancerosas. El cual se basa en a sintesis de nanoparticulas de Ag:S para saber
si estas posteriormente requerirdn biofuncionalizacion o no, por medio de un
inmunoensayo ELISA.

1.2 MARCAJE CELULAR EN CANCER
El marcaje celular es un proceso en el que la célula reacciona a sustancias que
se encuentran en su exterior por medio de biomarcadores que estan en la
superficie de la célula o dentro de ella (Cancer Institute National, n.d.).Los
biomarcadores se definen como moléculas relevantes y especificas de una
enfermedad, las cuales actuan como indicadores del estado actual o futuro de la
misma; incluyendo proteinas, fragmentos de proteinas, moléculas de
sefalizacion, marcadores de ADN y células. Siendo éstos, también, una
caracteristica que puede medirse y evaluarse objetivamente como un indicador
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de procesos biolégicos normales, procesos patogénicos 0 respuestas
farmacoldgicas a una intervencion terapéutica (Rakowska & Ryadnov, 2011).

Los biomarcadores son capaces de definir riesgos y pueden identificar las
primeras etapas del desarrollo un tumor canceroso (Levenson, 2007); los cuales
se pueden dividir en tres categorias, que incorporan: biomarcadores de
diagnostico, que ayudan en la detecciobn precoz de una enfermedad;
biomarcadores de prondstico, que evallan el potencial maligno de los tumores;
y biomarcadores de prediccidn, los cuales se utilizan para la diferenciacion entre
varios tipos de cancer, y asi, facilitar el disefio de los planes de terapia para el
paciente (Ronkainen & Okon, 2014).

Puesto que las reacciones que surgen de la interaccion de biomarcadores con la
célula de reconocimiento no conllevan una sefial que se pueda detectar
directamente, es necesario introducir marcadores o trazadores fluorescentes;
dicho esto, la sefial no proviene del par inmunoldgico sino de analogos marcados
gue no alteran las propiedades del antigeno o molécula para interaccionar con
el anticuerpo u otra molécula de reconocimiento, los cuales se excitan en el
espectro visible (Arruebo et al., 2009).

Con el surgimiento de la nanotecnologia, el uso de nanoparticulas fluorescentes
ha hecho posible la mejora en la deteccién de cancer por medio de fluorescencia
debido a sus altos rendimientos cuanticos, grandes coeficientes de extincidn
molar y maximos de emision sintonizables (Chinen et al., 2015); con estas
caracteristicas se pueden disefiar nanosistemas que sirven para etiquetar
anticuerpos generando una sefal de fluorescencia el cual que se mide mediante
microscopia o un espectrofotometro de fluorescencia, adiciona par que sirve eso
0 que se hace después con esto (Jain et al., 2009).

2. JUSTIFICACION
La incidencia del cancer en el mundo esta creciendo, en el afio de 2020 se
registraron casi 10 millones de muertes; posicionandola como la principal causa
de muerte, de acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (World Health
Organization, 2022).

De esta forma, segun las cifras de la OMS de 2021, nos expone que los tipos de
cancer mas comunes son: cancer de mama (2,26 millones de casos); cancer
pulmonar (2,21 millones de casos cada afio); cancer colorrectal (1,93 millones
de casos); cancer de prostata (1,41 millones de casos); cancer de piel (1,20
millones de casos); y cancer gastrico (1,09 millones de casos) (Velasquez Loaiza
& Toro Nader, 2022). Debido a la variacion en el crecimiento poblacional y el
envejecimiento, la OMS calcula que los nuevos casos de cancer sobrepasaran
los 20 millones anuales en el 2030 y los 30 millones anuales en el 2040. Sin
embargo, estas cifras podrian reducirse, puesto que entre el 30% y el 50% de
los canceres son prevenibles mediante la adopcion de habitos saludables,
tratamientos oportunos, vacunacion y diagnoésticos tempranos (Synthon, n.d.).

En México el cancer es la tercera causa de mortalidad; ocasionando el 12% de
todas las muertes, de los cuales los mas comunes son: cancer de pulmén, cancer



de mama, cancer de colon y cancer de préstata (Komera, 2019); creciendo su
tasa de mortalidad conforme aumenta la edad (INEGI, 2021). La deteccion
temprana de cancer en México tiene limitantes; una de ellas es el proceso que
debe seguirse para la atencion del paciente, ya que es de tres niveles; siendo
atendidos por un médico general, un especialista y un subespecialista (en ese
orden), dependiendo de los conocimientos que el médico tenga o de la gravedad
del caso clinico del paciente; este procedimiento podria llevar hasta varios
meses, ya que a veces no hay tantos meédicos y existe una saturacion de
pacientes (Barrera et al., 2014).

Otro factor que intervienen en el proceso de deteccion temprana en nuestro pais
es la escasez de equipos médicos de deteccidn de canceres en Instituciones
Publicas de Salud, y muchos de ellos se encuentran en un mal funcionamiento
o no funcionan, ya que en el Sector de Salud publico existe falta de
mantenimiento a los dispositivos, falta de normas o supervision, carencia de
manuales de operacion, etc. (Alcantara, 2012). Un ejemplo, es que a nivel
nacional hay 689 mastégrafos en Instituciones Publicas de Salud; 6.1%
corresponden a unidades moviles, segun en INEGI; siendo otro de los
problemas, debido a la saturacién de pacientes por la insuficiencia de equipos
meédicos para la deteccion (INEGI, 2015).

Dicho lo anterior, pacientes que tienen la solvencia econdémica prefieren optar
por atencion en hospitales privados, para acelerar el proceso de diagndstico; por
ejemplo, en México, una mastografia tiene un precio entre 480 y 2100 pesos
mexicanos (México, 2020);una colonoscopia para deteccion de cancer de colon
cuesta alrededor de 5 000 a 6 000 pesos mexicanos (OrmaMed, 2021); y el
precio de una tomografia computarizada de dosis bajas para deteccion de cancer
pulmonar, ronda entre 2000 y 5000 pesos mexicanos (Jenner, 2022); pero en
algunos casos los costos son aun mas elevados, ya que entre el 5% y 10% de
los resultados de los diagnosticos por pruebas convencionales; como lo son
andlisis biocataliticos de fluidos corporales, pruebas de diagnéstico por
imagenes (Sauter, 2017) arrojan resultados anormales, y se requiere que el
paciente se haga pruebas adicionales; ya sea, aspiracion con agujas finas,
ultrasonidos, o biopsias para corroborar si es 0 no cancer (CENETEC, 2004).

Los estudios mencionados anteriormente se realizan cuando los pacientes
padecen algun sintoma, esto indica una etapa avanzada, donde ya existe la
presencia de tumores con un tamafio considerable, ya que estos sintomas
aparecen cuando los tumores son lo suficientemente grandes. Hasta ahora, se
han estado desarrollado sistemas nanoestructurados especificos no invasivos,
gque en conjunto con nanoparticulas semiconductoras y fluorescentes
proporcionan un diagnostico mas preciso que los métodos tradicionales cancer
(Yu et al., 2006); gracias a sus propiedades luminiscentes y electronicas unicas
que permiten que sean mejores en comparacion a fluorocromos o colorantes
fluorescentes convencionales (Ding et al., 2021). Ademas, no distorsionan la
fisiologia celular (Pombo Barros & Goyanes Villaescusa, 2011); y son capaces
de seguir una sola molécula o particula en células y organismos vivos (Valizadeh
et al., 2012), debido a que estas estan recubiertas superficialmente de
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anticuerpos, péptidos y aptameros que se dirigen especificamente a las
proteinas que se encuentran en células cancerosas (Yuan et al., 2010).

Por todo lo anterior, en este trabajo se propone desarrollar un nanosistema de
marcaje celular que sea capaz de satisfacer estas necesidades; y que pueda
proveer un diagnostico rapido y seguro, ademas de un bajo costo, para que sea
accesible a el mayor sector de la poblacién en comparacion a los métodos del
cuadro basico existente.

3. FUNDAMENTACION TEORICA

3.1Complejo Antigeno — Anticuerpo.

Un inmunoensayo es un método bioanalitico selectivamente alto que mide la
concentracion o presencia de analitos de moléculas pequefias hasta
macromoléculas en una solucién mediante el uso de un anticuerpo o un antigeno
como agente de reconocimiento (Ju et al.,, 2017). La base teérica del
inmunoensayo es la inmunoreaccion de un antigeno (analito) y un anticuerpo,
asi como su acoplamiento a nanoparticulas para la produccién de una sefial
analitica (Darwish, 2006).

Un antigeno es una macromolécula: proteina, polisacarido, ADN, etc. que induce
a una respuesta inmune en un animal vertebrado, quien es capaz de generar
anticuerpos especificos ante la presencia de cuerpos extrafios como lo son: virus
y bacterias. Los anticuerpos muestran una especificidad muy alta hacia sus
antigenos correspondientes, los cuales se dividen en cinco clases: IgG, IgA, IgE,
IgM e IgD (Epp et al., 2016) de acuerdo a sus estructuras y funciones biologicas,
y de ellas las mas utilizada para inmunoensayos es la clase IgG porque existe
en el valor mas alto y es mas facil su disponibilidad en comparacion a las otras
(Lee et al., 2021).

Como se muestra en la figura 1, la estructura de IgG tiene forma de una Y, y
consta de cuatro unidades polipeptidicas: dos cadenas ligeras L, compuestas
por 220 aminodcidos aproximadamente con dos regiones, formada por una
variable de 110 aminoacidos en el extremo amino- terminal y una constante de
10 aminoécidos en el extremo carboxi- terminal (Kanmert, 2011); y dos cadenas
pesadas compuestas por 440 aminoacidos, excepto dos tipos que tienen 550,
formada por una variable de 110 aminoacidos en el extremo amino- terminal y
una constante de 330- 440, en el extremo carboxi-terminal (Alberts et al., 2002).
Los dos segmentos de doble extremo de la Y se le denominan fragmentos Fab y
en cada uno de estos sitios se unen el anticuerpo con un antigeno, ya que en
esa region se crea una seccion activa que reconoce un area especifica del
antigeno; conteniendo amina (-NHs) como grupo funcional (Schroeder &
Cavacini, n.d.). También, hay un segmento singular en el otro extremo de la Y
llamado fragmento Fc (fragmento cristalizable, el lado inferior que cristaliza
durante el almacenamiento en frio), que no puede unirse al antigeno, pero es
capaz de adherirse a una superficie celular, ayudando a la inmovilizacién de
anticuerpos por medio del grupo funcional carboxilo (-COOH) que contiene
(Mahato et al., 2018); y ademas este fragmento puede atravesar la placenta
(Simister et al., 2016).
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Figura 1. Estructura de un antigeno IgG(Pefiuela, 2015).

Los anticuerpos reconocen solo una pequefia region en la superficie de una
molécula grande, como un polisacarido o una proteina, esta estructura
reconocida por el anticuerpo se denomina sitio antigénico o epitopo (NIH, 2001).
Generalmente, cuanto mejor sea el ajuste del epitopo (en términos de geometria
y caracter quimico) al sitio de combinacion del anticuerpo, mas favorables seran
las interacciones que se formardn entre ellos y mayor sera la afinidad del
anticuerpo por el antigeno (Aryal, 2021). Dentro de cada sitio antigénico, la
region variable del “brazo” del anticuerpo interactua a través de fuerzas no
covalentes débiles con el antigeno en numerosos sitios (Chiu et al., 2019).
Cuanto mayor es la interaccion de estos enlaces, mas fuerte es la afinidad.

Toda la union del anticuerpo al antigeno es reversible y sigue los principios
termodinamicos basicos de cualquier interaccion biomolecular reversible, como
se muestra en la ecuacion (1):

. _ [4b—Ag]
47 [Ab] [Ag] (1)

donde KA es la constante de afinidad, [Ab-Ag] es la concentracion molar del
complejo antigeno-anticuerpo, y [Ab] y [Ag] son las concentraciones molares de
los sitios de union desocupados en el anticuerpo (Ab) o antigeno (Ag),
respectivamente (Kannan, 2015).

El tiempo necesario para alcanzar el equilibrio depende de la velocidad de
difusion y la afinidad del anticuerpo por el antigeno y puede variar ampliamente.
La constante de afinidad para la union antigeno-anticuerpo puede abarcar un
amplio rango, desde menos de 105/mol hasta mas de 1012/mol. Las constantes
de afinidad pueden verse afectadas por la temperatura, el pH, la fuerza i6nica y
el disolvente (Reverberi & Reverberi, 2007).



La avidez es una medida mas informativa acerca de la fuerza del complejo
anticuerpo-antigeno, esta controlado por tres factores principales: la afinidad del
epitopo del anticuerpo, la valencia tanto del antigeno como del anticuerpo, y la
disposicion estructural de las partes que interactian. En dltima instancia, estos
factores definen la especificidad del anticuerpo, es decir, la probabilidad de que
el anticuerpo en particular se una a un epitopo de antigeno preciso (MERCK,
2022). En cuanto a la valencia; todos los anticuerpos son multivalentes, por
ejemplo: las IgG son bivalentes y las IgM son decavalentes (Mitchell et al., 2001),
cuanto mayor sea la valencia de una inmunoglobulina (nimero de sitios de unién
al antigeno), mayor sera la cantidad de antigeno que puede unir. De manera
similar, los antigenos pueden demostrar multivalencia porque pueden unirse a
mas de un anticuerpo. Las interacciones multiméricas entre un anticuerpo y un
antigeno ayudan a su estabilizacién (Cuesta et al., 2010).

3.2Luminiscencia

Cuando las nanoparticulas se irradian con luz ultravioleta, algunos electrones
absorben la energia; siendo capaces de liberarse de los &tomos. Por lo tanto,
estos electrones se vuelven libres para moverse alrededor de la nanoparticula,
creando asi una transicion de un estado base a un estado excitado (o banda de
conduccidn) en la que los electrones se mueven libremente a través del material
y conducen la electricidad. Cuando los electrones regresan a su estado basal (u
Orbita original) alrededor del &tomo se emite radiacion electromagnética en el
rango Optico de la luz visible, ultravioleta o infrarroja por un tiempo
significativamente mayor que el periodo de las ondas de luz (Obodovskiy, 2019),
a este proceso se le conoce como luminiscencia.

Existen varios tipos de Iuminiscencia segun su fuente de excitacion:
Quimioluminiscencia, las moléculas excitadas quimicamente decaen al estado
fundamental después de la energia producida en una reaccion quimica;
Bioluminiscencia, las moléculas son estimuladas a través de la energia liberada
por reacciones en los organismos vivos (Christofi, 2005); y Fotoluminiscencia,
las moléculas se excitan mediante la interaccion con fotones de radiacion
electromagnética. Esta Ultima, se divide en dos categorias: fluorescencia y
fosforescencia, dependiendo de la naturaleza del estado excitado involucrado.

Este fenbmeno comienza cuando las nanoparticulas absorben luz; siendo la
absorcion un proceso selectivo y cuantizado segun AE= hc/A, que cambia de
estado (So = Si, S2, ...); y depende de la estructura molecular y de la
concentracion del analito que sea utilizado (Farrukh, n.d.). Las moléculas se
encuentran en un estado basal electrénico singlete (So). A medida que se
presenta la absorcion de radiacién electromagnética, la molécula es excitada y
un electrén cambia a un orbital de mayor energia (Erbe et al., 2018). Cuando
este proceso no provoca un cambio de spin electrénico, continua siendo singlete
(S1), por el contrario, si ocurre un cambio de spin, el estado electronico sera un
triplete (T1) (Lorente, 2003), mostrada en la figura 2.
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Figura 2. Proceso fotoquimico; estado basal, estado singlete excitado y estado triplete excitado (Lorente,
2003).

Las nanoparticulas muestran absorcion éptica en la region UV de manera que
se extiende hasta el rango visible, este proceso es muy rapido de
aproximadamente 101°a 1014 s., después de ese tiempo ocurre la desactivacion
del estado excitado (S*> So), asi que la molécula elige la via que minimice su
tiempo de vida en el estado excitado (con mayor constante de velocidad);
dependiendo de la estructura de la molécula y del medio donde se encuentre.

Las posibles desactivaciones de estado causan dos procesos fotofisicos:
fosforescencia y fluorescencia, segun la naturaleza del estado excitado (Lucila &
Ramirez, n.d.), los cuales pueden ser explicados por medio del diagrama de
Jablonski como se muestra en la figura 3.En este ultimo, fluorescencia, ocurre
emision de luz espontanea en diferentes direcciones debido a la transicion del
singlete excitado al estado base (S1 2> So) (A. Kas, 2009). La duracion de este
proceso cesa en cuanto se quita la fuente de excitacion, representado en la figura
3.

Los factores que pueden influir en la fluorescencia son que el medio tenga bajas
concentraciones de analito, que sea viscoso y que tenga una temperatura baja.
Ademas, la longitud de onda de la fluorescencia es mayor (o igual) a la longitud
de onda de absorcion (Choi & Sawada, 2021).
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Figura 3. Diagrama Parcial de energia de Jablonski que muestra la absorcion y vias de desactivacion de
un electrén con sus respectivos procesos y tiempos de duracion (Valdés, 2018).



3.3Interaccion célula- nanoparticula

Cuando las células de céncer interaccionan con nanoparticulas pueden ocurrir
diferentes mecanismos de endocitosis que se muestran en la figura 4, los cuales
dependen de las caracteristicas de las propias nanoparticulas. En las
nanoparticulas los mas comunes son: endocitosis mediada por clatrina y
micropinocitosis (Niaz et al., 2022). El primero de los mencionados
anteriormente, es un evento de transporte vesicular que facilita la internalizacion
y el reciclaje de receptores involucrados en una variedad de procesos, incluida
la transduccion de sefiales (receptores de proteina G y tirosina quinasa), la
absorcion de nutrientes y la reforma de vesiculas sinapticas. Este es
responsable de la captacion de nanoparticulas cuando su superficie esta
recubierta con ciertos ligandos dirigidos. La union de una molécula o
nanoparticula a multiples receptores de membrana también puede
desencadenar el proceso de una manera especifica del ligando al crear una
curvatura de membrana, después de la iniciacion, se forma una capa de clatrina
debajo de la membrana celular, y la membrana se introduce en la célula para
formar un hoyo (Behzadi et al., 2017). Su estructura y su manera de asociarse
parece que ayudan a la invaginacion y cierre de la vesicula. La polimerizacion
de la clatrina forma vesiculas de unos 120 nm.

Fagocitosis

Macropinocitosis

Membrana
plasmatica

Endocitosis Endocitosis
por vesiculas por vesiculas
recubiertas con  pg recubiertas

/ Filamentos de actina clatrina

Figura 4. Procesos de endocitosis en nanoparticulas (Atlas de Histologia Vegetal y Animal, 2021).

Aungue no se ha determinado la asociacién de tamafios de particulas definidos
con mecanismos de captacion especificos, la macropinocitosis procede a través
de la formacion de extensos volantes de membrana, que engullen nanoparticulas
y otras entidades de forma no especifica (Miyamoto et al.,, 2022) formando
compartimentos de 0.2 a 10 um de tamafio. El mecanismo de formacién de los
macropinosomas involucra a los mismos componentes que actian durante la
fagocitosis: los filamentos de actina y las proteinas motoras miosina, la diferencia
es que no se engloba a una particula sdlida. Inicialmente se forma un anillo o
semiluna de actina que puede tener varias micras de diametro. Cuando el anillo
esta en proceso de formacion o cuando ya esta cerrado, desde su perimetro
polimerizan filamentos de actina que extienden la membrana plasmatica (Atlas
de Histologia Vegetal y Animal, 2021). El tamafio de los poros de los vasos
normales esta entre 6 a 12 nm, debido a esto se sugiere que las nanoparticulas
tengas un tamafio mas grande “para no dafarlos, ya que el tamafo de los vasos
tumorales tienen generalmente entre 40 y 200 nm (Zein et al., 2020)



Cuando las nanoparticulas penetran las células cancerosas pueden causar
estrés oxidativo y los motivos pueden ser derivados debido a; efectos letales en
la sintesis de ADN, dafio en el ADN, dafos a la morfologia cromosomatica y
bloqueo de segregacion cromosomatica (Hekmat et al., 2012). Todos los
procesos mencionados anteriormente se deben a la aparicion de transitorios de
Ca?*, debido a que los iones Ag* ocupan el lugar de los iones de Ca?*, regulando
la liberacion de éstos del reticulo sarcoplasmatico, siendo una concentracion
mayor comparada a la normal; haciendo cambio es de permeabilidad de las
mitocondrias, y entre mayor sea la concentracion de iones de Ag*, hay mayor
inhibicion de Ca?* de los depdsitos intracelulares. Derivado a esto, los iones de
Ca?* quedan libres y activan enzimas catabdlicas como la fosfolipasa, las
proteasas y las endonucleasas que aumentan la citotoxicidad. Ademas, la
entrada y salida repetidas de Ca?* en las mitocondrias provocan dafios en la
membrana mitocondrial provocando produccion de ROS e inhibicién de la
sintesis de ATP, asi también, se liberan apoptogénicos como Citocromo C,
endonucleasa G, etc. Otro de los factores tempranos de la alteracion de la
homeostasis de Ca?* esta indicada por la formacién de ampollas en la membrana
plasmatica lo que produce una lesion en el citoesqueleto, por lo tanto se bloquea
la segregacion cromosomatica y la citocinesis; estas células lesionadas carecen
de filamina (proteina de union cruzada de actina adimerica), provocando
seudopodos inestables alrededor de las células e inhibiendo su propagacion; y
como resultado de esto, las células que estuvieron en contacto con las
nanoparticulas no efectuaron division celular (Asharani et al., 2009).

4. HIPOTESIS
La incorporacion de nanoparticulas de AgzS a células cancerosas, permitira su
marcaje y posterior identificacion por medio de fluorescencia en pruebas in vitro.

5. OBJETIVO GENERAL
Generar un nanosistema de Ag2S para identificar células cancerosas por medio
de marcaje celular.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

e Sintetizar por medio de sonoquimica nanoparticulas de AgzS.

e Caracterizar fisicoquimicamente las nanoparticulas por medio de TEM,
dispersion de luz dindmica (zetasizer).

e Evaluar la adherencia celular de las nanoparticulas de Ag2S con células
cancerosas por medio de microscopia optica y espectrofotometria UV-
VIS.

e Determinar viabilidad celular y citotoxicidad de las nanoparticulas de Ag2S
por medio del ensayo de MTT.
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7. METODOLOGIA
7.1 Sintesis de las nanoparticulas de Ag2S

Las nanoparticulas se prepararon siguiendo la sintesis Zhang X., Gu Y.y Chen
H. (Xin Zhang et al., 2014), con algunas modificaciones; primero, se prepararon
las siguientes soluciones con una concentracion de 5 mM:

A) Solucion A: Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)

B) Solucion B: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB)
C) Solucién C: Nitrato de Plata (AgNO3)

D) Solucién D: Sulfuro de Sodio (Na2S)

Como se muestra en la figura 5, para la sintesis de las nanoparticulas de AgzS,
primero se hizo una mezcla de: 50 ml de la solucion A, 50 ml de la solucion B y
50 ml de etanol. Dicha mezcla se colocé en un dispositivo homogeneizador
sénico con un sonotrodo de diametro de 80 mm, el cual fue programado con los
siguientes parametros: amplitud de 80%, cavitacion de 100%, potencia de 38W
y un snap del 1 %.

Sintesis de Nanoparticulas de Ag2S

(4 N

Solucion
AZEDTA

Solucidn | —T=35°C
Agregar 2 gotas de

B MNH,OH
+ salucion Solucion Solucién

B: CTAB C: AgNO3 D: Naz5 T4a40°C
Afiadir Solucidn C

Etanol Thas0c
Adicionar Solucian D

o / o ~/

Solucion |

Figura 5. Esquema del proceso de sintesis de Nanoparticulas de AgzS.

Cuando la mezcla alcanzé una temperatura de 35°C, se afiadieron gotas de
Hidroxido de amonio (NH4OH) hasta que se obtuvo un pH de 7. Una vez que la
temperatura ascendié a 40°C, se vertieron 50 ml de la solucién C, bajo un pH
igual, de 7. Al momento en que la temperatura se elevé a 50°C, se agrego
paulatinamente la solucion D y se dejo seguir el proceso hasta que el
homogeneizador sonico se detuviera de acuerdo con el tiempo que fue
programado.

La solucién resultante se dejo enfriar a temperatura ambiente y se procedi6 a la
purificacion de las nanoparticulas de Ag2S usando el método de X. Zang, M Liu
y colaboradores (Xiaoru Zhang et al., 2014), con algunas modificaciones. Como
se presenta en la figura 6 para la de purificacién, se colocaron 40 ml de la
solucion de nanoparticulas obtenida en tubos falcon de 50 ml, los cuales se
centrifugaron a 8000 rpm x 10 min, quedando en la pared o en la parte inferior
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del tubo el precipitado de la solucion, y posteriormente se decanté el liquido
restante en el tubo. Una vez recuperado el precipitado, se realizé el lavado del
precipitado, para esto, se agregaron 20 ml de agua destilada y 20 ml de etanol
al tubo, y después, éste fue agitado por 1 min en un vértex, nuevamente, se
centrifugd a 6000 rpm x 6 min y se decanto la solucion; este lavado se realizo 3
veces.

Purificacion de Nanoparticulas de Ag2S

/‘ \ s ™ //)a] Centrifugar 1) 8000 \\

rpmx10min y

2)20ml d decantar.
ml de
s b) Agitar envdrtex 2)
nanopartizulas Hz0 4+ 20 ml _ _
de Ag:S de etanal (1 min) y centrifugar

6000 rpm x &min.
c) Repetir b) tres veces

o A */\\ )

Figura 6. Esquema del método de purificacién de Nanoparticulas de Ag2S.

Después del ultimo lavado, se realiz6 la dispersion de las nanoparticulas como
se muestra en la figura 7; para dicho proceso se afiadieron 20 ml de agua
destilada (si fueron utilizados para analisis de tamafio de nanoparticula) o 20 ml
de PBS (si éstos se emplearon para las pruebas In vitro), la cual se hizo mediante
dispersién ultrasonica, por 20 minutos. Para finalizar, las nanoparticulas de Ag2S
se guardaron a una temperatura de 4°C, en un lugar oscuro.

Dispersion de Nanoparticulas de AgzS

// \ //’ \\ /—a] Dispersar por media de\

ultrasonido 1) o 2), por
1)Agregar 20 2)Agregar 20 20 min.
| de PBS
mi de H‘:*DT 0 mi e ” Ia b) Guardar
nanoparticulas nanoparticulas FErT s T frE
de Ag:5 (TEM, de Am:S )
Zetasizer) (células) dispersadas a una
células
temperatura de 48Cy

\ / \\ // & en la oscuridad. /

Figura 7. Esquema del método de dispersion de Nanoparticulas de AgS.

7.2Caracterizacion de los puntos cuanticos de Ag:2S.

7.2.1 Tamafo de particula.

Se analizaron las nanoparticulas de Ag2S por medio de TEM para la
determinacién del tamafio de particula, tomando en cuenta la siguiente tabla de
la figura 8 para la preparacién de las muestras.
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<10 nm 0.5 Limitado por la muestra de interaccion del material
de la muestra, agregacion, gelacién, etc.

10 nm a 100 nm 0.1 Masa de 5% (asumiendo una densidad de 1g/cm3)
100nmal 0.01 Masa de 1% (asumiendo una densidad de 1g/cm?3)
>1 0.1 Masa de 1% (asumiendo una densidad de 1g/cm?3)

Figura 8. Tabla de preparacion de muestras para el analisis de tamafio de particula.

Las muestras se prepararon de acuerdo con las condiciones marcadas en la fila
de color azul, ya que debido a la colorimetria se suponia que cualitativamente
las nanoparticulas tenian un tamafio en el rango de 10 a 100 nm. Finalmente, se
hizo uso del equipo Zetasizer para evaluar la propiedad de carga superficial de
las nanoparticulas a diferentes con un pH de 7 y se medira el potencial Z
(Malvern Instruments Ltd, 2013).

Para obtener las imagenes se utilizé6 un microscopio JEOL 2100 a 200 kV. La
muestra se dispersod ultrasénicamente en etanol y se fij6 en una rejilla de
carbono-cobre. Las microscopias obtenidas se analizaron por medio del software
Imagej, para poder determinar el tamafio de las particulas, posteriormente se
hizo el tratamiento estadistico por medio de la elaboracién de un histograma para
ver la dispersion del tamafio de la muestra obtenida; y finalmente, estimar la
eficiencia del proceso utilizado.

7.3 Pruebas en células
Los procedimientos realizados de las pruebas In vitro se llevaron a cabo en la
Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma de Querétaro, bajo la
supervision de la Dra. Adriana Jehny Rodriguez Méndez.

Para estas pruebas se utilizaron 2 placas celulares de 96 pozos cada una; los
reactivos que se usaron fueron: medio de cultivo DMEM, suero bovino (10%),
gentamicina (1%) y PBS. Para la evaluacion de adherencia y viabilidad celular
de las nanoparticulas de Ag2S se sembraron fibroblastos humanos (HT29) hasta
que se alcanzara una densidad deseada (minimo de 15x10%), los cuales fueron
analizados con diferentes concentraciones de nanoparticulas de AgQ:S y
diferentes tiempos de incubacion.

7.3.1 Preparacion de la placa.
El dia del experimento, se determind la densidad celular. Para este
procedimiento, se centrifugo la suspension celular a 2000 rpm durante 8 minutos
y se resuspendio el pellet en 5 ml de medio nuevo. Posteriormente, se realizo el
coteo por método directo (camara de Neubauer, por triplicado) y fue calculada
con la formula 2:

# de células vivas

1 _ 4 .
¥ de campos x 10 000 = células vivas/ ml (2)

Se procedio a calcular el volumen necesario de stock de células, que se requirid
para que se obtuviera una densidad de 15x10* para el subcultivo celular en dos
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placas de 96 pozos (ocupando un volumen de 0.5 ml c/u), para cada uno de los
tratamientos; por medio de la ecuacion 3:

15x10* x 0.5 ml 3 | de STOCK (3)
Concentracion STOCK x10% meae

Preparacion de los tratamientos usados en las placas celulares.

Se prepararon las soluciones de nanoparticulas de Ag2S (usadas como
tratamientos para las placas) dispersadas en PBS a partir de un Stock de
nanoparticulas de Ag2S con una concentracion de 125 pM. El volumen de cada
una de las soluciones fue de aproximadamente 3 ml por placa, y sus
concentraciones fueron: 100, 50, 25y 10 yM; como se muestra en la figura 9.

Soluciones de nanoparticulas de Ag2S

T T2 T3 T4
. S A .
100 i 50 UM 25 UM 10 pM
4.8 ml Stock + ImlC1+ amlC2 + 24mlC3+
2.2 ml Medio 3 ml Medio 3 ml Medio 4 6 ml Medio

Figura 9. Soluciones de nanoparticulas de AgzS con concentraciones de 100, 50, 25y 10 uM.

Se realizaron los calculos para determinar el volumen de tratamiento para cada
uno de los pozos, mencionados a continuacion:

e Tratamiento 1: 100 pyl de medio de cultivo y 100 ul de la solucion de
nanoparticulas de Ag2S a 100 uM

e Tratamiento 2: 100 pl de medio de cultivo y 100 ul de la solucion de
nanoparticulas de Ag2S a 50 yM

e Tratamiento 3: 100 pyl de medio de cultivo y 100 ul de la solucion de
nanoparticulas de Ag2S a 25 uyM

e Tratamiento 4: 100 pyl de medio de cultivo y 100 ul de la solucion de
nanoparticulas de Ag2S a 10 uM

e Blanco: 200 pl de medio de cultivo

e Control positivo (Células + H20): 100 pl de medio de cultivo y 100 pl de

H20
e Control negativo (Células + PBS): 100 ul de medio de cultivo y 100 ul y
100 pl de PBS
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Los tratamientos 1, 2, 3y 4 se realizaron por triplicado; mientras que los blancos,
los controles negativos y los controles positivos, por duplicado. Los cuales se
distribuyeron en las placas como se muestra en la figura 11 y figura 12. Los
tiempos determinados en los que se realizé la incubacion de las placas fueron:
30 min (1), 1h (2), 2h (3), 4h (4) y 24h (5); a 37°C y con una concentracion de
5% de CO2. Mostradas en la figura 11y 12.

Tabla de simbologia en las placas celulares

Color Contenido Mumero Tiempo de incubacion

Células + medio de cultivo +
nanoparticulas (100 pM)
Células + medio de cultivo +
nanoparticulas (50 pM)
Células + medio de cultivo +
nanoparticulas (25 pM)
Células + medio de cultivo +
nanoparticulas (10 pM)
Control positivo: Células + medio
de culiivo + PES
Control negativo: Células + medio
de cultivo + HzO
Blanco: Células + medio de
cultivo.

1 30 min
2 1h
3 2h
4 3h
5 24 h

C@O0000O

Figura 10. Tabla de la simbologia utilizada en las placas celulares, asi como el
contenido que se encontraba en cada uno de los pozos con sus respectivos tiempos
de incubacion.

Placa celular 1
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Figura 11. Esquema de la primera placa de células con las concentraciones 1y 2.
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Placa celular 2
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Figura 12. Esquema de la primera placa de células con las concentraciones 3y 4.

7.3.2 Adherencia Celular.

1. Primero se resuspendio el medio de cultivo de los pozos; dependiendo del
tiempo de incubacién y se recuperé el sobrenadante de cada uno de los
pozos en tubos Eppendorf (rotulados con las mismas acotaciones).

2. Se recuperaron las particulas agregando 100ul de medio nuevo.

3. Se evaluaron los pozos con el microscopio para observar el
comportamiento de las células con las nanoparticulas y determinar si
hubo adherencia celular.

4. Y finalmente, las placas se analizaron por medio de un espectrofotémetro
UV-Vis a una longitud de onda de 310 nm.

Adherencia Celular

4 Yd hYd N )

&) Ewaluarplacas con
3)Azrezar microscopio.
1}Resuspender 2)Recuperar 100pl de media b} Analizar placas con
medio de sobrenadantes de cultivapara espectrometro Uy-
cultiva recuperar las Viscon unzlongitud
particulas de ondzde

- AN AN AN ~/

Figura 13. Esquema del método de adhesion celular de las dos placas celulares

7.3.3 Viabilidad Celular.

Se realizd un ensayo para determinar la viabilidad celular por reduccion de
compuesto MTT. Primero se Atemperé el medio de cultivo suplementario,
solucion MTT y solvente MTT (DMSO). Se utilizé el método de Selcen Celick
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Uzumer con algunas modificaciones(Uzuner, 2018), el procedimiento seguido se
presenta a continuacion:

1. Pasado el tiempo determinado (después las 4 h y 24 horas de
tratamiento), el medio de cultivo fue aspirado con una micropipeta.

2. Se agregaron 90 puL de medio de cultivo suplementario a cada pozo, y
después, 10 pL de solucién MTT.

Se dej6 incubar por 1 h a 37°C con una concentracion de 5% de COo..

3. Se formd un precipitado color morado, el cual es la formacion de los
cristales de formazan, cuando esto sucedio;

4. Se retird la solucion de los pozos y se agregaron 100 pL de solvente MTT
(DMSO).

5. Finalmente, se quit6 la soluciéon de cada pozo, y se midié la absorbancia
en el lector de microplacas ELISA a las longitudes de onda de 595 nmy
655 nm.

Viabilidad celular

a) Ewaluar placas
COon microscopio.
4) Retirar b) Analizar placas
alicuota y con
agregar 100 Espectrometro
ulde DMSQO. UV-Vis con una
lengitud de cnda
de 595 y 655 nm.

2)Agregar 90 3)Incubar
1)Retirar pl de cultivo porlha
medio de suplementario 372C con
cultivo v 10 plde una
solucion MTT COnCentracio

NS =/

Figura 14. Esquema del método de viabilidad celular de las dos placas celulares

Una vez que se obtuvieron las lecturas de absorbancia se procedi6 a calcular
la viabilidad celular con la féormula (4)
Numero de células

Concentracion = Volumen (mL) 4)

Después se calculo el promedio y la desviacion estandar para la identificacion
del nivel de citotoxicidad de acuerdo la ISO 10993, que se determina con
base en el porcentaje de viabilidad celular a partir de la siguiente clasificacion:
100-75%, No citotéxico; 74-50%, ligeramente citotoxico; 49-25%
Moderadamente citotoxico; 24-0%, extremadamente citotoxico.

8. RESULTADOS

8.1 Tamairio de particula

La figura 15 muestra las imagenes obtenidas por medio de TEM, a simple vista
se puede observar que las nanoparticulas son homogéneas, sin embargo, se
formaron aglomeraciones de particulas en algunas zonas. La micrografia
adquirida es de una muestra de 160 nanoparticulas, de las cuales se midieron

los diametros del eje mas grande en cada una ellas.

17



100 nm

Figura 15. Micrografia la muestra de 160 nanoparticulas de Ag2S

Los resultados se procesaron en el software OriginLab. Para el andlisis de datos
se adquirié un histograma que se muestra en la figura 3, donde se obtuvo la
distribucién del tamafio de las nanoparticulas, que oscilan entre 6 a 34 nm, lo
cual indica que existe mucha variacion en el rango del tamafio de las particulas.

A continuacion, en la figura 16 se muestra la distribucién del histograma que se
obtuvo mediante los centros de cada barra, en el cual se deduce que la tendencia
central del tamafio de las particulas se concentra en el rango de tamafio de 10 a
16 nm, lo cual significa un 53.1% de probabilidad de que en el proceso las
particulas estén en este rango, con un tamafio promedio de 13.93 nm y una
desviacion estandar de 5.11 nm.
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Figura 16. Histograma de la variacion del tamafio de particula.

Posteriormente, los datos fueron analizados en un grafico de cajas, para
distinguir la dispersion y relacion de los datos, en la figura 17 se muestra la
gréafica con barras de distribucidon para estimar mejor la dispersion de los datos.
Como se puede notar, la tendencia de los datos se encuentra entre el primer y
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segundo cuartil; en el tercero y el cuarto cuartil la dispersién de los valores es
mayor, ademas de que 7 datos son atipicos, lo cual puede sugerir que el proceso
no es suficientemente controlable.
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Figura 17. Diagrama de cajas y bigotes.

8.2 Adherencia celular
En la figura 18 se muestran las células obtenidas del sembrado celular con una
densidad celular de 51x10° células/ml, de dicha placa celular se tomaron
0.156862 ml para la preparacion del stock de las células que se requirieron para
cada pozo celular resultando un total de 480 0000 células, o sea, 4 000 células
por pozo; y podria representarse en la figura 19, ya que corresponde a un blanco
con un tiempo de 4 h de incubacion de la placa que se utilizo.

Figura 18. Células del cultivo Figura 19. Blanco de células con
celular con una densidad de 4 h de incubacion.
51x105 células/ml

Para las pruebas de adherencia celular en las figuras 20, 21, 22, 23 se muestran
imagenes obtenidas por medio de un microscopio 6ptico, donde se representa la
interaccidn que existe en las células HT29 y las nanoparticulas de Ag2S a las 4
horas de incubacién; a simple vista se puede apreciar que no existe adherencia
celular, sino penetracion de las nanoparticulas hacia el interior de las células, ya
gue en las nanoparticulas no existe alguna molécula de reconocimiento que
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pueda generar una respuesta inmune con la membrana celular al momento de
Su interaccion.

En la figura 20 se representan las células que fueron tratadas con nanoparticulas
de Ag2S a una concentracion de 100, en donde se puede observar a simple que
la mayoria de las nanoparticulas no se encuentran en contacto con las células;
las que si estan interaccionando se encuentran en el interior de las células, y
también se puede distinguir que, en algunas zonas existe aglomeracion de
células vivas. Las células HT29 que se trataron con nanoparticulas con una
concentracion de 50 uM (figura 21), se puede observar que el comportamiento
de las células es muy parecido en comparacion a las células con nanoparticulas
con concentracion de 100 uM, de igual manera existe un exceso de
nanoparticulas que no se encuentran interactuando con las células y se ve como
las nanoparticulas también penetraron las células.

Figura 20. Células con Figura 21. Células con

nanoparticulas de AgaS con una nanoparticulas de Ag>S con una
concentracion de 100 uM. concentracion de 50 yM.

Asimismo, en las células de la figura 22, pertenecientes a las que fueron tratadas
con nanoparticulas de una concentracion de 25 yM, se observa que si hay menor
cantidad de nanoparticulas; y de igual manera, las nanoparticulas que
interiorizaron las células tienen un comportamiento igual a las dos
concentraciones anteriores. Por el contrario, se puede percibir en la figura 23
que casi todas las nanoparticulas penetraron las células, de hecho, el tamafio de
algunas células incrementd considerablemente con respecto a su tamafio
original, debido a que varias nanoparticulas entraron en una misma célula. Asi
como, también se distingue que hay mas células vivas, debido a la baja
concentracion de nanoparticulas.

Figura 22. Células con Figura 23. Células con
nanoparticulas de AgzS con una nanoparticulas de AgzS con una
concentracion de 25 uM. concentracion de 10 uM.
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En la figura 24 se muestran cuantitativamente los resultados de adherencia
celular, se puede deducir de igual forma al andlisis anterior, que no existe
adherencia celular entre las células de cancer y las nanoparticulas de Agz2S. En
este andlisis se dejo como unidad de medida la concentracion de las
nanoparticulas que quedaron en la placa celular, sin embargo, los valores
resultaron mayor a los esperados respecto a cada una de las concentraciones,
excepto en la concentraciéon 1 (C1) de los tiempos de incubacion de 30, 60 y 240
min; en la concentracion 2 (C2), en el tiempo de 120. Esto se debe que las
nanoparticulas permanecen en la placa celular, algunas se encuentran
penetrando las células y otras se quedan adheridad a la placa.
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Figura 24. Adherencia celular de células HT29 tratadas con nanoparticulas de Ag2S a 10, 25, 50 y 100 uM
después de 30, 60, 120, 240 y 1440 min.

8.3Viabilidad
La viabilidad celular y la toxicidad de las nanoparticulas de Ag2S en una linea
celular HT29, se evalué mediante un ensayo MTT después de 30, 60, 120, 240 y
1440 min de incubacion. Para comparar la actividad citotoxica se realizd en
analisis con diferentes dosis de nanoparticulas de Ag2S con concentraciones de
100, 50, 25y 10 uM (Figura 25).
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Figura 25. Viabilidad de células HT29 tratadas con nanopatrticulas de AgzS a 10, 25, 50 y 100 uM después
de 30, 60, 120, 240 y 1440 min de incubacion determinado por ensayo MTT.

Las células HT29 exhibieron un aumento de citotoxicidad significativa a los 30
minutos de incubacién respecto al control positivo, excepto en las células
tratadas con nanoparticulas con una concentracion de 10 uM, ya que en éstas
se obtuvo una viabilidad mayor a 100% debido a la concentracién baja de
nanoparticulas, por ende, menos células estuvieron en contacto con las
nanoparticulas. Por otro lado, las células cancerosasa1 h de incubaciéon se
encontraron con una viabilidad por debajo de un 70%, las células mostraron un
comportamiento parecido en comparacion a las células incubadas a 30 min en
las primeras 3 concentraciones (100, 50 y 25 yM); siendo que en las células
tratadas con nanoparticulas conconcentracion de 10 uMel porcentaje de
viabilidad disminuyéoun 50% aproximadamente, en este tiempolas células
comienzan a adaptarse a las nanopatrticulas y se inhibe la divisién celular.

A las 2 h de incubacion, las células HT29 con tratamientos de 25 y 50 yM se
mantienen con un porcentaje de viabilidad similar a los dos tiempos mencionados
anteriormente, de tal manera que ambas tienen un crecimiento alrededor de 5%,
lo cual podria corresponder a que las células siguen en el proceso de adaptacion
del biomaterial con que fueron tratadas. En las células tratadas con
concentracion de 100 yM se obtuvo un cambio relevante, debido a que el
porcentaje de viabilidad decrecié casi a la mitad en comparacién a las células
con 1 h de incubacion, consecuencia de la alta concentracion de nanoparticulas,
de modo que se genera estrés oxidativo en ellas. En cambio, en las células con
tratamiento de 10 uyM, se puede apreciar que las células pudieron adaptarse al
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material por la baja concentracidon de nanoparticulas, por ende, ocurrié el
proceso de proliferacion.

En las células con 4 h de incubacion existe un aumento de porcentaje de
viabilidad y podria deberse a adaptacion de las células con las nanoparticulas
que fueron expuestas, en donde: las células con concentracién de 100 uM
actuaron con un comportamiento similar a las células incubadas por 30 y 60 min;
en la concentracion de 50 uM, las células proliferaron en comparacion a todos
los tiempos de incubacién anteriores; las células con 25 yM de concentracion se
desarrollaron hasta alcanzar casi un 100% de viabilidad celular. Sin embargo, en
las células con un tratamiento de 10 uM existe un crecimiento notorio en la
citotoxicidad en vista de que las nanoparticulas penetran de nuevo las células
HT29, provocando apoptosis celular.

Con lo observado, en el comportamiento de las células conlas condiciones
experimentales dadas, a las 24 h de incubacion los cambios en el porcentaje de
la viabilidad resultaron mas notables en cuanto al comportamiento de éstas
comparadas a los demas tiempos de incubacién, puesto que, en todas las
concentraciones el porcentaje de viabilidad celular se encontré por debajo de un
80%. Estas alteraciones pueden deberse al estrés oxidativo que ocurre en las
células, que puede ser causado por: efectos letales en la sintesis de ADN, dafio
en el ADN, dafos a la morfologia cromosomatica y bloqueo de segregacién
cromosomatica. Esto nos puede sugerir que el principal motivo de lo antes
mencionado es derivado por los iones de Ag* que se tienen en las nanopatrticulas
de Ag:S, ya que éstos forman micronicleos y son marcadores de dafio
cromosomico. Asi que, como resultado de este ensayo, podria deducirse que las
células que estuvieron en contacto con las nanoparticulas no efectuaron division
celular.

9. CONCLUSIONES

La sintesis de nanoparticulas de Ag2S por medio de sonoquimica fue eficaz y
practica en cuanto al tiempo con el que se llevé a cabo en cada de las muestras,
fue de aproximadamente 15 min, sin embargo, la sintesis tiene que ser
optimizada para obtener un rango menor en la variacion del tamafio de las
nanoparticulas.

No existe adherencia celular entre las células HT29 y las nanoparticulas Ag2S,
las nanoparticulas penetran las células y las destruyen, entonces se tendrian
que biofuncionalizar las nanoparticulas para tener una respuesta inmune
antigeno-anticuerpo con potencial para usarse como agente de diagndstico. Las
nanoparticulas sin biofuncionalizacion, asi como se realiz0 en este proyecto,
podrian ser sugeridas, mas bien, como una alternativa de tratamiento contra el
cancer.

De acuerdo con la prueba de viabilidad de MTT, la citotoxicidad varia demasiado
en cada uno de los tiempos, se pude considerar que se encuentran en un rango
de ser ligera o0 moderadamente citotéxico segun la ISO 10993.

23



10. PROYECCIONES A FUTURO

Biofuncionalizar las nanoparticulas para que exista adherencia celular y
pueda diagnosticar la enfermedad, asi como, realizar nuevamente la
caracterizacion y pruebas que se realizaron en este proyecto, pero con
nanoparticulas de Ag2S.

Realizar pruebas Invivo, ya que se optimicen los resultados, asi como,
hacer pruebas clinicas.

Desarrollar un sistema de procesamiento de datos para que sea algo
tangible y que el diagndstico sea mas preciso, por medio de sefales e
imagenes obtenidas a través de Fluorometria.
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12. ANEXOS

12.1 ANEXO 1. Confinamiento cuantico

En los sistemas atomicos y moleculares la transferencia de energia entre
moléculas puede ocurrir a través del acoplamiento de rotaciones, vibraciones o
excitacion electrénica. Dentro de una molécula, la energia entre el primer estado
excitado y el estado fundamental depende de la acumulacién de orbitales
atomicos para formar bandas moleculares, siendo la banda de valencia ocupada
mas alta (HOMO) del estado fundamental y el orbital molecular desocupado méas
bajo (LUMO) siendo el primer estado salido, la diferencia de la magnitud entre
HOMO y LUMO se denomina banda prohibida (Braun, 2018). Los estados que
se encuentran en o por debajo de HOMO estan en la banda de valencia y los
estados que se encuentran en o por encima de LUMO estan en la banda de
conduccion, como se muestra en la figura 26.
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Figura 26. Estados de energia de las nanoparticulas.

Un semiconductor puede ser excitado cuando se absorbe un fotén con energia
igual o mayor que la banda prohibida, el electron promovido deja una vacante en
la banda de valencia, llamada hueco y se comporta como una particula cargada
positivamente, ya que su movimiento es en la direccion opuesta al movimiento
de los electrones (Chemistry 310, 2021). El proceso opuesto a la excitacion,
consta en la creacién de un par electron hueco, unidos por medio de la fuerza de
Coulomb, y se les conoce como excitones (Kocherzhenko et al., 2015); cuando
un electron de la banda de conduccion desciende para recombinarse con un
hueco en la banda de valencia, se aniquilan y se libera energia (Underwood et
al., 2001).Existe una distancia de separacion entre las distribuciones de
probabilidad de electrones y huecos en un excitdn, la cual es denominada como
radio de Bohr del exciton (Wu et al., 2017).

Cuando existe una reduccién del tamafio en una particula de un semiconductor,
se modifica su estructura electronica al limitar la distribucion espacial de las
funciones de onda de excitdn, electron o incluso hueco, donde los electrones
confinados pasan a ocupar otros niveles de energia diferentes, llamados niveles
discretos, produciendo una cuantizacion de los niveles de energia, de los
estados de densidad electrénica y de la carga (Blood, 2015). En general, estos
niveles de energia del estado ligado dependen de la masa de electrones dentro
y fuera de la nanoparticula, el potencial de confinamiento y el tamafio de la
nanoparticula (Stiff-Roberts, 2011).

12.2 Anexo 2. Particula en una caja en 3 dimensiones.
Para la comprension del comportamiento de las nanoparticulas de tamafio
pequefio sometidas a un confinamiento cuéntico, es necesario introducir el
concepto de la naturaleza dual como particula y como onda. La aplicaciéon de
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esta ecuacioén con las condiciones de contorno establecidas por el modelo de
una particula confinada en una caja, explicado a continuacion.

Consideremos una particula de masa m que se mueve a lo largo del eje x, y y z
sometida a un potencial nulo en la region situada entre las coordenadas (a, 0,0),
(0,b,0) y (0,0,c). Fuera de esta zona el potencial es infinito. La particula no
puede acceder a la zona de potencial infinito por lo que su movimiento queda
limitado a la region de las dimensiones, como se muestra en la figura 27.

(e 8o re 1ok sise
PIEZ0 siosx<a, 0<y<bh 0<z<c (6)

(0,0,0) N
y A
R —
|
V=0
| (0, b, 0)
(0,0,0) i
: |4
(a,0,0)
X v

Figura 27. Representacion de una particula en una caja de 3 dimensiones(Jiménez &
Cardenas, n.d.).

Se van a considerar soluciones separables debido a las 3 dimensiones en donde

Y(x,y,2) = X()Y(¥)Z(2) ()

Planteamos la ecuacién de Schrédinger:
h* (0 4Coy,z) 0% Yry.z) 0 yYp(y.2)
2m dx? dy? 0z2
=Ey(x,y,2)

>+V(x,x,y)1/)(x,y,z) (8)

3.3.1 Resolucion de la ecuacién de la particula fuera de la caja
En las regiones fuera de la caja V(x,y,z) = . La ecuacién de Schrodinger
tomara la siguiente forma:
-5 < ozt ozt T op >+ o)(x,y,2) 9)

=EY(xy,2)

La ecuacion (9), también puede expresarse como

(621/)(x,y,2)+ a2¢(x,y,z)+ 621/)(%%2)) 2m

dx? dy? 022 ~Thz (0 —E)Y(x,y,2) (10)

Simplificando la ecuacion (7) y despejando ¥ (x), tenemos
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Yl = 0 Ox2 dy? 922 (11)

1 (621#(%,3/,2)+ aztl)(x,y.Z)+ 621/)(%%2))
Por tanto, en estas regiones la funcién de onda es nula, lo cual implica una
densidad de probabilidad nula y la particula no puede encontrarse en estas
regiones de la caja. Una particula no puede encontrarse en regiones donde la
energia potencial sea infinita (Fernandez, n.d.).

3.3.2 Resolucién de la Ecuacion de Schrodinger dentro de la caja
En las regiones | y 1l V(x)=0. La ecuacion de Schroédinger tomara la siguiente

forma(Particle in a 3-Dimensional Box, 2019):

h’ (029(xy,2) | 029(xy,z) | 92Y(xy,2)

— ﬁ( ozt 372 + 352 ) +09Y(x,y,2) (12)
=Ey(xy,2)

Despejando la derivada de mayor grado y pasando todo al primer miembro de la

ecuacion.

02 Y(x,v,2) N 02 Y(x,v,2) N 02 Y(x,y,2) N 2mE
0x? dy? 0z? h?
Para resolver la ecuacion (13), definiremos

Y(x,y,2) =0 (13)

2mE
k= / 3 (14)
Entonces, la ecuacion (13) puede ser escrita de la siguiente forma
2> Y(x,y,z 2 Y(x,y,z 2 yY(x,y,z
1/)(3/)+ lp(y)+ lp(y)+k21/)(x,z,y)=0 (15)

d0x? dy? 0z2
Cuyas soluciones generales de las derivadas parciales de la ecuacién (15) son

Y(x) = Ay sin(kx) + By cos( kx) (16)
Y(y) = A, sin(ky) + By, cos(ky) 17)
Y(z) = A, sin(kz) + B, cos(kz) (18)

Ahora es cuando se imponen condiciones, donde x=0, y=0, z=0; entonces

Yx(0) =B, =0 (19)
ll}y(o) = By =0 (20)
,(0) =B, =0 (21)
Asi que, las soluciones dan como resultado
Y(x) = A, sin(kx) =0 (22)
P(y) = Ay sin(ky) = 0 (23)
Y(z) = A,sin(kz) =0 (24)

Lo que nos dice que A # 0, de lo contrario, ¥(x,y,z) seria cero por todas las
partes y la particula desapareceria. La condicion de que sin(ka) = 0, sin(kb) =
0, sin(kc) = 0 implica que
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ka = nm, n=0+1+2,.. (25)
kb = nm, n=0+1,+2,.. (26)
kc = nm, n=0+1,1+2,.. (27)

Excluimos la posibilidad de n = 0, ya que eso nos daria, una vez mas,y(x,y,z) =
0, y de igual manera los valores negativos de n porque simplemente reproduciran
el mismo conjunto de soluciones. Ademas, eliminamos k entre la ecuacion (11)
y las ecuaciones (25), (26) y (27); obteniendo

n’k?  m?h? (nfc n; n§>

2m 2m \ai bj cZ

(28)

n

con Ny, ny,n, = 0,1,2,3, ...

h ., ., ..
Tenemos que h = - » entonces la ecuacion (28) también puede ser definida
como

. _ m’h? n,zc+n32,+n§ ok n,zc+n32,+n§ -
" 2m \az b2 cZ) 8m? \aZ bZ (29)

con ny,ny,n, =0,1,2,3,..
Las funciones propias de particulas en una caja estan dadas por la ecuacion
(16), (17)y (18)con B, = 0y k = ™%, B, =0y k ===, B, = 0y k = “Zlas cuales
se sustituyen en la ecuacion (7) para encontrar la funcion de onda

Cc

nznz)
)

Y(x,y,z) = A,sin (%) A, sin (le;TY> A, sin ( c n=123 . (30)

Obtendremos el valor de A,,A,,A,normalizando la funcion de onda de la

ecuacion (30), lo que consiste en igualar a 1 la probabilidad de encontrar la
particula en todo el espacio

| el dx = 1 31)
0

| o dy =1 32
fo WP dz =1 (33)

La integracion recorre el dominio de la particula, 0 < x <a,0<y<bh,0<z <c.
Sustituyendo la ecuacion (30) en la ecuacion (31), (32) y (34)

@ N, TTX a (¢ a
j AZsin? ——— dx = A;ZC—J sin?0df =A2-=1 (34)
0 a nm J, 2
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Hicimos la sustitucion 6 = % y usamos el hecho de que el valor promedio de

. , . . . 1 .
sin 260 sobre un nimero entero de medias longitudes de onda es igual a > A partir

de la ec. (34), podemos identificar la constante de normalizacion A, = \/% para

todos los valores de n. Finalmente podemos escribir las funciones propias
normalizadas, donde A4, = A, = A,.

foboE

Sustituyendo las soluciones de A,,A4,,A, , mostradas en (34), en la ecuacion
(30); siendo la funcion de onda (Dalal, n.d.)

8 n,mwx n, T n,mnz
Y(x,y,z) = The sin xa sin yb ysin Zc , n=123,.. (36)

33



