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RESUMEN

En el siguiente trabajo de investigacion, se presenta la elaboracion de un compdsito
nanoestructurado de nanoesferas de carbono y nanoparticulas de oro soportado en
una matriz de quitosano-GMA. Se observo por medio de las caracterizaciones de
FT-IR que se conservaron los enlaces C-O-C en los espectros, indicando que la
matriz de quitosano se conservd; de igual manera, se pudo distinguir las
atenuaciones de las absorbancias de los grupos NH: en las conjugaciones con las
nanoparticulas, indicando la union quimica con esta al igual que con las nanoesferas
en donde las atenuaciones se pueden ver en la zona de los dobles enlaces; el UV-
VIS y el SEM demostraron que los compadsitos no alteraron la estructura de la matriz
ni del plasmon caracteristico de las AUNPs en las muestras de Q-GMA-CNS-AuNPs
a 0.4 y 0.6 mM, los cuales son considerados como fotosensibilizadores potenciales

para su aplicacion en terapia fotodinamica.

Abstract

In the present research work a thesis project is reported, which consists in the
synthesis of a nanostructured composite based on carbon nanospheres and gold
nanoparticles supported in a chitosan-GMA matrix. It was observed through the
characterizations of FT-IR that the C-O-C tension groups were conserved, which
indicates that there was no degradation of the biopolymer; also, it can be observed
two attenuations: the NH> absorbencies when conjugated with gold nanoparticles,

indicating a chemical bond with the chitosan matrix; and the double bond attenuation



when conjugated with the carbon nanospheres, which indicates, again, a chemical
bond; the UV-VIS spectra and the SEM images, showed that the composites Q-
GMA-CNS-AuNPs at 0.4 and 0.6 mM did not alter the matrix structure as well as the
plasmon present in the gold nanoparticles. These are considered as potential

photosensitizers for their application in photodynamic therapy.

INTRODUCCION.

La terapia fotodinamica antimicrobiana (PDT) o inactivaciéon fotodinamica (PDI), es
un tratamiento poco invasivo para el cancer y enfermedades benignas en el que se
obtiene la destruccion de estas células no deseables, ademas de la inactivacién de
microorganismos patogeénicos; se da a través de la activacion de un
fotosensibilizador (FS) por medio de radiacién en la region visible o infrarroja que,
con la presencia de oxigeno molecular, se tiene la produccion de oxigeno singulete
y otras especies reactivas de oxigeno; mismas que dafian, matan o inactivan células
y microorganismos no deseables [1]. Los FS pueden presentar aplicaciones
restringidas debido a efectos adversos tales como: fotosensibilidad cutanea, baja
solubilidad acuosa y poca selectividad, por lo que su uso en nanosistemas basados
en quitosano, al igual que el desarrollo de nuevos FS con propiedades optimizadas,

es crucial para el mejoramiento de estos tratamientos [2].

Debido a las propiedades de actividad fotodinamica y buena citotoxicidad en células
de cancer presentadas por las nanoesferas de carbono y el acoplamiento sinérgico
de las nanoparticulas de oro con los fotosensibilizadores, se ha considerado el uso

de ambas especies en conjunto para la sintesis del compdsito nanoestructurado con



actividad fotodinamica. De igual manera, el quitosano ha mostrado tener buena
interaccion con las nanoestructuras de carbono por medio de la conjugacion quimica
de los grupos amino del quitosano con los dobles enlaces C=C [3]; al soportar los
FS en quitosano, se tiene que los parametros fotofisicos y la estabilidad de los FS
mejoran, reduciendo la posibilidad de generacion de fotoproductos y vias de
desactivacion [4]. Debido a todas estas propiedades, se ha considerado al quitosano
en el desarrollo del sistema quitosano-fotosensiblizador-nanoparticulas para

mejorar la accion fotodinamica en contra de células de cancer.

ANTECEDENTES.

El cancer de colon es el cuarto tipo de cancer mas frecuente en México y es el
responsable de mas de 700,000 muertes al afio en el mundo; se caracteriza por el
crecimeinto descontrolado de las células en cualquiera de las cuatro porciones de
colon (ascendente, transverso, descendente y sigmoide) y en el recto [5]. Dentro de
los principales tratamientos se tiene la cirugia radical, la cual consiste en el
extirpacion completa del tumor junto con una parte del intestino dafado [6]. La
terapia de radiaccion, ha demostrado ocasionar dafo al ADN de células, el cual
provoca la inevitable muerte celular; la quimioterapia, tiene efectos de toxicidad y
efectos adversos, que pueden disminuir la calidad de vida del paciente. Por lo
mismo, se han buscado métodos alternativos para el tratamiento del cancer, reducir

los efectos secundarios, prevenir la recurrencia y metastasis de estos.



Terapia Fotodinamica (PDT).

En sus inicios, la terapia fotodinamica (PDT) se conocia como fotoquimioterapia, sin
embargo, el término se modificé para resaltar la naturaleza poco dafina del
fotosensibilizador (FS) utilizado [7]; es una terapia no invasiva usada para
enfermedades no oncolodgicas, asi como de cancer de distintos tipos; se ha utilizado
con éxito en dermatologia, oncologia, ginecologia y urologia. Se basa en la
aplicacién local o sistémica de un compuesto fotosensible, conocido como
fotosensibilizador, el cual se acumula en tejidos no deseados; absorben luz a
determinada longitud de onda (1), iniciando la activacion de este, seguido de la

inactivacién selectiva de células o bacterias inapropiadas.

Este tratamiento fue observado por primera vez por von Tappeiner y Oscar Raab
durante sus investigaciones de la influencia de acridina y derivados en infusorias
junto con otros protozoan; incubaron estos ultimos in vitro con los colorantes
mencionados a diferentes concentraciones para determinar el umbral de toxicidad,
los cuales demostraron variaciones con la presencia de la luz diurna. Se conocia
que estos compuestos eran capaces de absorber luz y emitir fluorescencia, por lo
que se especulo que este efecto toxico presente era mediado por este fendmeno,

llamandolo terapia fotodinamica [8].

La terapia fotodinamica tiene los siguientes requerimientos:
1. Fotosensibilizador (FS).
2. Luz (a determinada 2).

3. Oxigeno.



Se usa en tratamientos de inflamacion y es una alternativa en el tratamiento de

infecciones de bacterias resistentes [9].

Mecanismos de produccion de especies reactivas de oxigeno.

La terapia fotodinamica usa fotosensibilizadores (FS) que son activados mediante
la absorcion de luz para iniciar un estado excitado, seguido por la transicién a un
estado de triplete excitado de larga duracion. Este estado triplete, puede someterse
a una reaccion fotoquimica con presencia de oxigeno, para formar especies
reactivas de oxigeno (ROS) al igual que oxigeno singulete ('O2), que son capaces

de destruir células de cancer, microbios patogénicos y tejidos no deseados.

Los fotosensibilizadores, tienen un arreglo particular de los electrones en sus
orbitales moleculares, donde en estado fundamental, tienen pares de electrones con
espines opuestos en orbitales de baja energia; la absorcién de luz fomenta la
excitacion de un electron a orbitales de mayor energia sin cambio de espin. Este
estado, denominado como singulete (S1) es un estado de poca duracidon
(nanosegundos) dando como consecuencia que el FS pueda perder su energia
regresando al estado fundamental, emitiendo luz (fluorescencia) o por calor. De
manera alternativa, el estado S+, puede pasar por un proceso conocido como
cruzamiento de intersistema (/ISC, por sus siglas en inglés), donde el espin del
electron excitado se invierte, siendo esta la razén de que este estado triplete (T+)
sea de larga duracién (microsegundos).

Del estado T4, el FS se puede relajar al estado fundamental emitiendo luz
(fosforescencia) o transfiriendo energia a otra molécula; también puede perder

energia por conversiones internas o transiciones sin radiacion durante una colision



de moléculas. Mientras mas dure el estado T1, mayor sera la probabilidad de
colisionar con otras moléculas, resultando en la produccion de especies reactivas

quimicas [10].

Como se puede observar en la Figura 1, las especies reactivas de oxigeno (ROS),

se forman a través de dos mecanismos:

1. Tipo |: Se transfiere un electron a un sustrato, dando como resultado la
produccion de radicales o iones radicales que interaccionan con oxigeno
para generar especies citotoxicas, tales como el radical hidroxilo, aniones

superoxidos y peroxido de hidrégeno.

2. Tipo Il: El fotosensibilizador en estado de triplete excitado, participa con
oxigeno triplete (302), y a través de una transferencia de energia, se genera
el oxigeno singulete ('O2), siendo este Ultimo el responsable de los efectos

en PDT [11], [12].

Singulete excitado Triplete excntado/ ROS
) >
Cruzamiento
intersistemas

10,

Transiciéon

electrénica

Fluorescencia
Conversion

V4
@5‘5

interna

Fosoforescencia @

@ Luz Calor

/} Luz

Luz incidente

Figura 1. Esquema ilustrado de los mecanismos | y Il para la obtencion de ROS
(Imagen adaptada de: [11]) .

10



Por ende, tenemos tres procesos involucrados: radiativo (excitacion vy
fluorescencia), no radiativo (/ISC, conversion interna y fosforescencia) y quenching.
Este ultimo proceso incluye la transferencia de energia y carga asi como la
abstraccion de hidréegno y desactivacion fisica (Tabla 1).

Tabla 1. Mecanismos de reaccion de un FS en PDT [13].

Proceso Paso Reaccion
o Excitacion FS(Sy) + hv - FS(S,)

Radiativo .
Fluorescencia FS(S;) = FS(Sy) + hvg
ISC FS($,) » FS(Ty)

No radiativo Conversion interna FS(S;) = FS(Sy)
Fosforescencia FS(T;) - FS(So) + hv,
Transferencia de energia FS(T,) + 30, = FS(So)+'0,

Quenching Tranferencia de electrones FS(Ty) + 30, > FS* + 05
Desactivacion fisica FS(Ty) + 30, —» FS(S)+30,

Una vez en el cuerpo, los fotosensibilizadores actuan en tres distinstas maneras en

las células no deseadas:

1. Dano celular.
2. Dano vascular.

3. Activacion del sistema inmune.

En el dafio celular, se tiene la interaccion con la mitocondria, donde se estimula la
apoptosis por medio de la liberacidon de citocromas c; de igual manera, al interactuar
con el citoplasma se estimula el mismo mecanismo con el dafio a la proteina NF-
kB, la cual es responsable de la transcripcion del ADN; al tener contacto con el

reticulo endoplasmatico se estimula la autofagia a través de la activacion de la

11



proteina mTOR, responsable de la transcipcién del ARN-m; por otra parte, también
se estimula la desintegracion de la membrana celular, provocando necrosis; en el
dano vascular, se tiene la disminucion local del oxigeno y nutrientes, resultando en
apoptosis, necrosis o autofagia. Por ultimo, al activar el sistema inmune, se activan

las células T, mismas que estimulan la apéptosis [14].

Los tratamientos contra el cancer alteran muchas expresiones de funciones
celulares, incluyendo las proteinas de respuesta contra estrés, conocidas como
proteinas de choque térmico (HSPs, por sus siglas en inglés); estas, tienen un
comportamiento dual: tienen propiedades anticancer, al igual que asisten la
superviviencia de las células y resistencia a la apoptosis a través de reparaciones y
replegamiento de péptidos mal doblados o dafiados, provocando mecanismos de

resistencia célular, los cuales pueden afectar el rendimiento de la PDT [15].

Fotosensibilizadores.

Un fotosensibilizador ideal, se distingue por tener [9], [16]:
1. Gran pureza quimica.
2. Estabilidad a temperatura ambiente.
3. Fotosensibles unicamente con la presencia de luz.
4. Absorcion minima a 400 a 600 nm.
5. Bandas de absorcion no superpuestas con melatonina o hemoglobina.
6. Soluble en el cuerpo.
7. Selectividad.
8. Econdmico.
La mayoria de los fotosensibilizadores tienen estructuras tetrapirrdlicas ciclicas

tales como: porfirinas, clorinas, bacterioclorinas, ftalocianinas, entre otras [10].
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Primera generacion de fotosensibilizadores

El primer FS utilizado fue la hematoporfirina (Hp), el cual es una mezcla de
compuestos porfirinicos. La purificacion y modificacion de la Hp, llevo al
descubrimiento de un compuesto derivado, denominado como HpD, el cual mostré
tener mejores propiedades en cuanto a selectividad tumoral, induciendo una baja
en la fotosensibilidad de la piel en comparacién con Hp. Su sintesis consiste en un
tratamiento con una mezcla de acido sulfurico, seguido de una precipitacion una vez
neutralizado para estimular la formacion de una serie de ésteres de porfirinas con
cadenas laterales de los grupos -CH=CH2 y -CHOH-CH3; estos productos se

disuelven en bases diluidas para generar soluciones inyectables [17].

Seguido a esto, se introdujo la mezcla de dimeros de Hp junto con oligdmeros de
HpD, los cuales se obtienen de sangre bovina, teniendo como resultado la Fotofrina
[18]. Su componente principal es la dihematoporfirina y ha sido probado con cancer

de pulmon, colorrectal, mama, oral y de ovarios [19]-[23]

Los compuestos de esta generacion presentan ciertas desventajas, tales como: baja
pureza y penetracion en los tejidos debido a un maximo de absorcidn en la zona de
los 630 nm.; ademas, se presentd hipersensibilidad a la luz por varias semanas,
debido a la vida media prolongada del FS y su acumulacion en la piel. Debido a
estas desventajas, se tuvo la necesidad de investigar nuevos compuestos y

desarrollar la segunda generacion de fotosensibilizadores [9].
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Segunda generacion de fotosensibilizadores

Esta generacion de fotosensibilizadores, incluyen derivados de hematoporfirinas y
fotosensibilizadores sintéticos tales como: benzoporfirinas, clorinas, acido 5-
aminolevulinico, texapirinas, clorinas, bacterioclorinas, ftalocianinas y colorantes

sintéticos.

Este tipo de fotosensibilizadores, se caracterizan por una alta pureza y mayor
rendimiento de oxigeno singulete, ademas de mayor penetracion en los tejidos,
debido a que tienen su maximo de absorcion en la zona de los 650-800 nm; tienen
efectos secundarios menores, mayor especificidad de tejidos cancerigenos y una

mayor eliminacion del fotosensibilizador en el cuerpo [9].

El acido 5-aminovulénico (ALA) es un compuesto importante por su uso como
precursor de la Protoporfirina 1X; se puede usar de manera topica u oral en
aplicaciones clinicas en gliomas humanos y carcinoma de colon, al igual que el

mejoramiento del contraste de cancer de cerebro y gliomas malignos [24]-[28].

Las texapirinas son porfirinas tetrapirrolicas de tipo pensata con energias de
absorcion 6pticas bajas para la formacion de estados excitales triplete (T1) con alto
rendimiento cuantico de oxigeno singulete. Se ha probado exitosamente en PDT
con células de cancer de mama [29]; por otro lado, las clorinas tienen aplicacion
como farmacos citotdxicos debido a que cuentan con bandas de absorcion de tipo

Sorety Q a 415 y 650 nm, respectivamente [30].
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Las bacterioclorinas contienen un sistema tetrapirrélico completo con dos pirroles
reducidos en los lados opuestos del macrociclo; son compuestos que absorben en
el infrarrojo cercano (NIR), debido a una reduccion progresiva de 2e/2H*, la cual
cambia el espacio prohibido de los orbitales HOMO y LUMO que, después de la
reaccion la absorcion en el NIR incrementa, lo que permite que la radiacidén penetre
mas en los tejidos; de igual manera, tienen baja toxicidad en oscuro y alta

fototoxicidad en células de varios tipos de cancer [1], [31].

Las ftalocianinas tienen propiedades superiores de sintesis ya que ofrecen la
posibilidad de modificaciones para alterar su hidrofilicidad, estabilidad y absorcién
a longitudes de onda mayores, estimulando altos coeficientes de exticion y
rendimientos de 'O [32]. Estructuralmente, se asemejan a las porfirinas con la
diferencia de que en este compuesto se cuenta con un anillo del macrociclo mayor.
De igual manera, estas estructuras tienen un metal de coordinacion en su interior,
lo cual ofrece la posibilidad de controlar sus carcteristicas fisicas por medio de
modificaciones sintéticas [33], [34]. Los complejos que forma con los metales,
difiere de acuerdo a si son metales de capa abierta o cerrada: cuando son de capa
abierta (o paramagnéticos), se tienen complejos con excitaciones de T1 menores,
debido a su incremento del intercruzamiento intersistemal al estado basal; algunos
ejemplos son el Cu?*, Co?*, Fe?*, Ni?*, VO?*, Cr?* y Pd?*; al tener metales de capa
cerrada (o diamagnéticos), se producen altos rendimientos de T4 con tiempos de

vida mayores. Estos metales son Zn3*, AP* y Ga®*[35].
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Por utlimo, tenemos a los colorantes sintéticos, los cuales son utilzados en la terapia
de inactivacién fotodinamica (aPDI, por sus siglas en inglés), donde sus
aplicaciones en PDT incluyen a las sales de fenotiazina, azul de toluidina,
fenotiazina y rosa de Bengala. Estos colorantes contienen orbitales deslocalizados,
los cuales aportan una buena absorcion en el rango visible; algunos contienen
metales pesados en su estructura, confiriendo incrementos en su rendimiento de T+

al igual que facilidades en el ISC [36]-[39].

Sus desventajas radican en su baja solubilidad en agua, la cual es un factor limitante
en la administracion intravenosa de este; de igual manera, tiene poca especificidad
hacia las células tumorales ademas de una tendencia a agregarse en solucion, por

lo que se lleva a investigaciones de nuevos métodos de transporte de farmacos.

En la Figura 2, podemos ver algunos ejemplos de los fotosensibilizadores mas

caracteristicos de estas dos primeras generaciones.

Segunda generacion

Primera ‘
generacion I
L - ~
Protl?‘porﬁnna X | Azul de Metileno |
| Acido 5-aminovulénico | L S l
5 HE~ T N N HL A A A2 CH,y
< 7 X i o | 3 4£| !.—1,[ CH, ' ) s ~ N
; NM N L ‘ N o ' CHy IS CH
by it ) el I | AwideTouidina |
[ \ HE A UM A
HO “‘ - ':i4‘ '1».'4 ":: v“!~ \ S -L“l)ﬂ
Hematoporfirina r % - i CHy

. (
HO "~

Figura 2. Ejemplos de fotosensibilizadores de la 1" y 298 generacién (Imagen
adaptada de: [40]).
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Tercera generacion de fotosensibilizadores

El objetivo de los fotosensibilizadores de tercera generacion es incrementar la
selectividad de estos a través de ciertas modificaciones: combinacion con moléculas
receptoras, anticuerpos monoclonales dirigidos a un antigeno especifico, uso de
marcadores de superficie tumorales como receptores de factor de crecimiento o
receptores de transferina u otras hormonas. Dichas modificaciones pueden ser
obtenidas por medio del encapsulamiento o inmovilizacién en nanoplataformas, los

cuales pueden adquirir distintos mecanismos de selectividad [41], [42].

Nanoparticulas

Las nanoparticulas se definen como particulas de tamario submicrométrico (x10°),
lo que les confiere ventajas al ser usadas como transportadores de farmacos. Se
pueden usar como proteccion contra enzimas degradantes y como controladores de
dosificado en células marcadas. Estas propiedades se deben a las dimensiones de
las nanoparticulas, ya que les permite penetrar en las células ademas de dar
fotoestabilidad y biocompatibilidad a través de caminos metabdlicos naturales [43].
Su alta area superficial, es de mucha utilidad en PDT debido a que incrementa
efectivamente la concentracion del FS que puede ser transportado ademas de
conferir anfifilicidad, permitiendo el transporte sin dafio en el torrente sanguineo. De
igual manera, confiere permeabilidad aumentada y un efecto de retencion conocido
como EPR (por sus siglas en inglés), promoviendo la retencion del FS en el tejido
marcado [44]. Algunos ejemplos de sus aplicaciones, son las nanoparticulas de
cianoacrilato con tamafnos entre 150 y 250 nm sintetizados a través de una

polimerizacion interfacial en una emulsién de agua y aceite para la encapsulacion
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de ftalocianina o derivados de naftalocianina, obteniendo buenos resultados en su
aplicacién en PDT en diferentes zonas malignas del cuerpo [45]; otra aplicacion es
el uso de PLGA y nanoparticulas de dipirrometano de boro diodinado con un
recubrimiento de quitosano, el cual demostré mejoras en la fotocitotoxicidad vy

selectividad sobre células cancerigenas murinas (4T1) y pecho (MDA-MB-231) [46].

Fullerenos

Los fullerenos fueron sintetizados por primera vez por Kroto et al. a través de la
vaporizacién inducida de laser de grafito con un flujo de alta densidad de helio [47].
La estructura de esta forma alotrépica del carbono, consiste en atomos de carbono
unidos en anillos de pentagonos y hexagonos, donde los compuestos mas comunes
son los Ceo Yy el C7o con deficiencia de un electrén, favoreciendo su interaccion con
compuestos que poseen grupos donadores de electrones [48], [49]. Los derivados
de este nanomaterial son empleados como vehiculos apropiados para el transporte
de farmacos en consideracion de sus propiedades fotoquimicas, baja toxicidad
sistémica y propiedades de fluorescencia superiores, por lo que son utilzados
satisfactoriamente para el transporte de farmacos de quimioterapia, FS o agentes
fototérmicos aumentando los efectos contra el cancer [50]; como se ha visto con un
hibrido de porfirina-fullereno con solubilidad aumentada y habilidades de
complejamiento de catidn superiores y con un alto rendimiento cuantico de oxigeno

singulete [51].
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Grafeno

El grafeno consiste en una o varias laminas de carbono arregladas en anillos de
seis miembros con el grosor de un atomo de C con hibridacion sp?; posee una gran
area superficial ya que su superficie planar permite usar las dos superficies para
sorcion; tiene una alta fuerza mecanica, elasticidad y conducién térmica [52]. Su
forma oxidada (GO), tiene mejor solubilidad en medios acuosos, una absorbancia
intrinseca en el NIR, facil modificacion de superficie y biocompatibilidad, lo cual
permite su uso en numerosas aplicaciones bioldgicas, por lo que en PDT ha sido
utilizado para entregar FS a células tumorales y mejoramiento del efecto, dafiando
células malignas, como se ha visto con la funcionalizacion de las laminas con el
copolimero plurénico conjugado con azul de metileno (por medio de una interaccion
electrostatica), demostrando un mayor consumo de las células de cancer que las

células sanas [53].

Nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono (CNT, por sus siglas en inglés) consisten en una lamina
de grafeno enrolladas con dimensiones nanométricas. Este fenomeno da el origen
a dos tipos de CNT: single walled carbon nanotubes (SWCNT) y multi-walled carbon
nanotubes (MWXNT) [54]. Generalmente, estos nanomateriales son insolubles en
la mayoria de los solventes y soluciones acuosas, por lo que al ser funcionalizados
con grupos carboxilo e hidroxilo aumentan su solubildiad en estos solventes,
ademas de conferirle alta afinidad de adsorcion; se pueden ionizar negativamente
al aumentar el pH y tiene propiedades opticas unicas con valores bajos de la banda

prohibida junto con fotoluminiscencia en NIR. En PDT, pueden ser utilizados como
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vehiculos eficientes de transporte de FS con una alta penetracion en la membrana
celular; por ejemplo, tenemos que un fotosensibilizador hidrofébico se puede unir a
un CNT via interaccion n—r (como se ha observado en las funcionalizaciones de los
SWCNTs con veteporfirina) obteniendo un alto rendimiento cuantico de 0. [55]. De
igual manera, se han utilizado con porfirinas, demonstrando dafios a la membrana
celular de bacterias tras irradiacion [56]; también se ha observado, al ser recubiertos
con azul de evans y Ce6 soportados en albumina, una fluorescencia dual y una
imagen fotoacustica que guia a un efecto sinérgico de terapia fototérmica vy
fotodinamica (PTT/PDT) en tumores [57]. Por otro lado, los MWCNTs han
demostrado ser una plataforma multifuncional para PTT/PDT y quimioterapias via

conjugacion con tetrahidroxifenilclorinas [58].

Nanoparticulas upconverting

El término upconverting es una proceso en donde dos o mas fotones de luz incidente
son absorbidos y transformados en un solo foton de mayor energia (emision anti-
stokes), es decir, se tiene la absorcion simultanea de dos fotones donde la
excitacion desde el estado basal se da a partir de este fendmeno [59]. En PDT, las
nanoparticulas de NaYF4 dopadas con Er** y Tm3* conjugadas con ftalocianina,
clorina, ALA vy tetrafenilporfirina (TPP) han demostrado mejorar la difusion de ROS
con bajas concentraciones de FS y una alta reduccién en el crecimiento de tumores
[44]. Otro ejemplo son las nanoparticulas de oro, las cuales combinan dos
importantes propiedades: la resonancia de superficie de plasmoén (SPR, por sus
siglas en inglés), la cual ofrece mejoramiento de la luz incidente, incrementando la
eficiencia de excitacion del FS y la habilidad de convertir luz en calor, lo que da

oportunidad de combinar PDT y PTT [60].
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Puntos cuanticos

Los puntos cuanticos (QDs, por sus siglas en inglés) son nanoparticulas donde sus
electrones y huecos estan confinados en las tres dimensiones dentro del radio de
Bohr, dando propiedades 6pticas unicas tales como amplio rango de abosorcidn con
bandas de emision nitidas, fotoestabilidad, gran area superficial, gran seccién
transversal de absorcion de dos fotones y color de fotoluminiscencia ajustable por
tamafno en NIR, lo cual es una propiedad importante en imagenologia 'y PDT [61].
En esta ultima, se tienen aplicaciones como por ejemplo, la mezcla no covalente de
puntos cuanticos de CdSe vy ftalocianina de zinc, la cual tiene altas eficiencias de
02 con estabilidad del sistema hibrido, donde los los QDs actiian como donadores
de energia [62].

Se ha demostrado que los fotosensibilizadores modificados con nanomateriales
eficientizan los rendimientos y mejoran el ataque contra la resistencia celular, por lo
que se ha recomendado usar este acercamiento multifuncional para producir

compuestos unicos fotoestabilizantes con propiedades intrinsecas [63].

Cuarta generacion de fotosensibilizadores

Los nanomateriales se han usado extensamente con los fotosensibilizadores, y
durante el desarrollo de estos compuestos conjugados, se descubrio el
comportamiento de FS de los nanomateriales, tales como las nanoparticulas,
fullerenos, nanotubos de carbono, grafeno y puntos cuanticos. Estos nuevos
fotosensibilizadores, pertenecen a una nueva generacion debido a su tamafo y
propiedades conjuntas que se pueden acumular selectivamente en células de
cancer, provocando menor resistencia celular, ademas de tener excitaciones a

longitudes de onda Optimas.
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Nanoparticulas

Las nanoparticulas de TiO2 y ZnO tienen un efecto unico de fototoxicidad estimulado
por medio de radiacién ultravioleta (produccion de ROS), lo que los hace unos
fotosensibilizadores prometedores [64], [65]. En el 2010, se inicié con la aplicacion
de las nanoparticulas de ZnO en PDT a través del estudio de su efecto fotocatalitico
en combinacion de UVA-1 en carcinomas, donde se demonstré un decremento de
la concentracion de las células malignas después de quince minutos de irradiacion
[66]. Las nanoparticulas de TiO2, pueden absorber radiacién UV lo que resulta en
una mayor actividad fotodinamica debido a que induce estrés oxidativo en la células
no deseadas por medio de la activacion de capsase-3, la cual activa el mecanismo

de apdptosis [67].

Fullerenos

Basados en su fotoestabilidad, los fullerenos tienen propiedades de FS. De igual
manera, presentan bajo fotoblanqueo y modificacion estructural directa; funcionan
como una antena de captacion de luz, lo cual puede ser utilizado para incrementar
los rendimientos cuanticos de la produccidon de ROS, herramientas utiles para PDT
[68]. El problema con los fullerenos es su poca dispersabilidad, lo cual es un
problema mayor que afecta su solubilidad en muchos solventes, especialmente
agua, donde el oxigeno singulete tiene mayor tiempo de vida. Esto ocasiond el
desarrollo de muchos métodos de funcionalizacion con grupos hidrofilicos para
incrementar su afinidad en este solvente [69]. En PDT ha tenido varias aplicaciones,

por ejemplo, el Ceo(OH)24, ha demostrado fototoxicidad contra pigmentos epiteliales
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de la retina humana, lo que resultd en la aparicion de apdptosis temprana en estas

células [70].

Nanotubos de carbono

Los SWCNTs han sido utilizados como un FS potencial por su fotogeneracion de
0, y otras ROS al ser irradiados, como se ha demonstrado con la funcionalizacién
de estos con polietilenimina y polivinilpirrolidoina. Estos se han usado en PTT y su
aplicacion en PDT indica que el efecto fotodinamico no es totalmente dependiente
del tiempo de iluminacion, sino que también del método de modificacion que mejore
su efectividad terapéutica en tratamientos contra el cancer [71], [72]. De igual
manera, su modificacién con grupos carboxilo facilita su dispersion en agua, lo cual

ha demostrado tener mayores rendimientos de 'O, [73].

Grafeno

Los derivados del grafeno pueden producir ROS al ser irradiados, obteniendo
rendimientos cuanticos mayores que los FS de primera y segunda generacion [74].
En un estudio realizado por D. Chen et al. demostraron que los puntos cuanticos de
grafeno, tienen un rendimiento superior debido a presencia de grupos oxigenados y
nanoparticulas upconverting que, al ser irradiadas con NIR, emitian luz visible,
obteniendo como resultado una mayor captacion celular; este ha sido usado como

FS y durante el experimento, se indujo dafio nulo a los 6érganos sanos [75].
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Puntos cuanticos.

Los puntos cuanticos, al tener fotoluminiscencia estable distribuida en las regiones
NIR y visible, han tenido aplicaciones en imagenologia y PDT, entre otras. De igual
manera, tienen una banda anchay seccion transversal de absorcion de dos fotones
amplia, las cuales son herramientas utiles para su fotoactivacion al ser irradiados
con las longitudes de onda en los espectros mencionados [62]. Se ha observado en
los puntos cuanticos de CdSe-ZnS, la produccion fotoinducida de intermediarios de
especies reactivas de oxigeno (ROI, por sus siglas en inglés), los cuales han sido
estudiados y se han convertido en una investigacidn emergente por su aplicacion
en PDT debido al daino inducido en el plasmido de ADN, donde se abre la posibildiad
de PDT dirigida a los nucleos celulares malignos [76]. Debido a sus propiedades
Opticas modificables y por su superficie quimica, los puntos cuanticos tienen

ventajas sobre FS convencionales.

Quitina y quitosano.

La quitina, es la segunda sustancia organica mas abundante en la naturaleza
después de la celulosa. Como se puede observar en la Figura 3, es un biopolimero
lineal insoluble en agua, el cual se obtiene principalmente del exoesqueleto de
crustaceos industrialmente procesados tales como camaron, langosta y cangrejo;
se disuelve en acidos concentrados, fluoroalcoholes y soluciones al 5% de cloruro
de litio, por lo que se presenta una baja reactividad; tiene un alto peso molecular y

su estructura porosa favorece una alta absorcion de agua.

24



Figura 3. Estructura de la quitina (Imagen extraida de: [77]).

El quitosano, es la forma N-desacetilada de la quitina, la cual, tiene mejores
propiedades de reactividad y solubilidad (Figura 4). Se disuelve facilmente en
soluciones diluidas de la mayoria de los acidos organicos tales como: acido acético,
acido férmico, citrico y tartarico, asi como en acidos minerales con excepcién del
acido sulfarico. El grado de desacetilizacion, varia de un 60 hasta un 90% con pesos

moleculares de 50 hasta 2000 kDa.

Quitosano CHg
CHoOH (lzo
0 0 NH 7~
HO .
HO .
0
NHj CHoOH

Figura 4. Estructura del Quitosano (Imagen extraida de: [77]).

Dentro de las aplicaciones de estos biopolimeros, tenemos en la industria de
alimentos y bebidas: principalmente en aditivos en los alimentos tales como
espesantes, gelificantes y emulsificantes; en el tratamiento de aguas: como un
coagulante primario de aguas residuales, floculante para la remocion de particulas

coloidales solidas y aceites al igual que para la captura de metales pesados; y en la
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agricultura: como agente efectivo para el control de enfermedades y plagas

vegetales [78] .

Se ha observado que la conjugacidn del quitosano con fotosensibilizadores
presenta la acumulacion selectiva en tumores con generacion de 'O, en sistemas
de glicol-quitosano-fullereno [3], ftalocianina de zinc-nanoparticulas-quitosano [79],
ficocianina-quitosano-nanotubos de carbono de multipared [80] y clorina-nanotubos

de carbono-quitosano [81], entre otros.

La absorcion de los fotosensibilizadores soportados en quitosano mejora los
parametros fotofisicos y la estabilidad de estos, reduciendo la posibilidad de

generacion de fotoproductos y vias de desactivacion [4].

HIPOTESIS.

La inmobilizacion de las nanoesferas de carbono (CNS) en un compdsito de
Quitosano-GMA con nanoparticulas de oro promovera la actividad fotodinamica por
medio de un efecto plasmon, que en presencia de oxigeno molecular producira
oxigeno singulente ('02), la cual le proporcionara las caracteristicas necesarias para
la fotodegradacion de DPBF para su posible aplicaciéon en degradacion de células

de cancer.
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OBJETIVOS.

Objetivo general.
Obtener un material nanoestructurado de CNS-AuNP soportado en una matriz de
Q-GMA con actividad fotodinamica para la produccion de ROS y proponerlo como

una posible alternativa en el tratamiento de cancer.

Objetivos especificos.

e Determinar la presencia de las nanoparticulas (NP) y su plasmon junto con
su funcionalizacién por medio de la caracterizacién de espectroscopia de
infrarrojo (IR), ultravioleta-visible (UV-VIS) y SEM.

e Analizar la distribucion superficial de las nanoesferas con nanoparticulas del
compasito por medio de microscopia eletronica de barrido (SEM).

e Determinar el rendimiento cuantico de la produccion de oxigeno singulete por
medio de la fotodegradacién de 1,3-difenil-isobenzofurano (DPBF) a través
de la espectroscopia de ultravioleta-visible (UV-VIS).

e Evaluar la citotoxicidad del compdsito por medio del ensayo MTT, para

determinar su biocompatibilidad.

MATERIAL Y METODOLOGIA.

La metodologia se ha basado en las buenas practicas de laboratorio; todas las
sintesis se han realizado en laboratorio de materiales nanoestructurados y
funcionales de la facultad de ingenieria del Campus Aeropuerto de la U.A.Q., el cual

cuenta con las instalaciones necesarias de seguridad, al igual que el equipo
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adecuado y calibrado para dichas sintesis. Se ha contado con las medidas de
seguridad tales como guantes, mascarillas, gafas de seguridad, bata y zapato
cerrado.

Se tomo en cuenta la norma NMX-R-019-SCFI-2011 para la clasificacion de los
productos quimicos de acuerdo con los peligros fisicos destinados a la salud y el
medio ambiente. De igual manera, se considerara la norma NOM-087-ECOL-SSA1-
2002 para el manejo de la linea inmortal de células HT29, en donde se especifica el

tratamiento, manejo y desecho de los residuos biologicos.

Materiales.

Para llevar a cabo la sintesis de los compdsitos nanoestructurados, se emplearon

los materiales enlistados en la Tabla 2.

Tabla 2. Reactivos utilizados para la sintesis.

Reactivo Proveedor
Quitosano (Q) Sigma Aldrich
Acido Acético Glaciar Sigma Aldrich
Glicidilmetacrilato (GMA) Sigma Aldrich
Acido Cloroaurico (HAuCly) Sigma Aldrich
Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) Sigma Aldrich
Nanoesferas de Carbono (CNS) CINVESTAV

Facultad de Ciencias

HT29 Naturales (UAQ)

Los materiales se utilzaron como se recibieron sin purificacion adicional.
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Sintesis.

Se prepararon tres diferentes compdsitos:

1. Q/AuNPs
2. Q-GMA/AuUNP.

3. Q-GMA/CNS-AuNP.

Para ello, se realizaron las siguientes sintesis:
a) Sintesis de Q-GMA.

Este compuesto, se prepararo siguiendo la técnica empleada por Elizalde- Pefia et
al. [82] donde por medio de una precipitacion en acetonitrilo, se gote6é una solucién
de quitosano previamente diluida en una solucion de acido acético al 0.4M, agitando
por dos horas a 50°C. Una vez transcurridas las 2 h, se agregd una solucion de
acido acético 0.4M con KOH, después otra solucion de acido acético con glicidil-
metacrilato (GMA) y se dej6é en agitacion por 1 h. Por ultimo, se goted la solucién
adquirida en acetonitrilo a 60-70°C en agitacion, recuperandose el compuesto en un

recipiente ambar con acetonitrilo.

b) Sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs) en Q.
Para las nanoparticulas soportadas en quitosano, se uso la técnica empleada por
Kimling y Valenzuela Acosta, la cual consiste en usar acido clorodurico, (HAuCls)
en soluciones de 0.2, 0.4, y 0.6 mM calentada a su punto de ebullicion en agitacion
vigorosa [83], [84]. Posteriormente, se afadido una cantidad equivalente para la
reaccion de reduccion en quitosano al 1% acuoso en solucion acida con agitacién

vigorosa.
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c) Sintesis de AuNPs en Q-GMA.
Se empled la misma técnica mencionada en el inciso b) con la diferencia de que se

empled una cantidad equivalente de Q-GMA.

d) Compdsito de CNS y Q-AuNPs.
Este paso, se llevd a cabo siguiendo la técnica empleada por Ali et al., la cual
consiste en dispersar una solucién diluida de Q en acido acético al 2.5%w seguido

de la adicién de nanoesferas al 20%w con respecto al quitosano [85].

e) Composito de CNS y Q-GMA-AuNPs
Para este paso, se empled la misma técnica empleada en el inciso d) con la

diferencia de que se us6 Q-GMA-AuNPs en vez de quitosano con nanoparticulas.

f) Pruebas de radiacion
El analisis de la produccion de oxigeno singulete, se analizdé por medio de la
fotodegradacion de DPBF, el cual es proporcional a la produccion de '0.. Se
preparo una solucion de DPBF con una concentracion de 5 ng/mL y se hicieron a

30, 60, 90, 120, 150 y 180 segundos en soluciones al 16% Vv/v.

- Prueba de MTT.
Primeramente, se atemperd medio de cultivo previamente esterilizado; se realizo el
lavado de los trozos de membranas en medio de cultivo DMEM (X2) o hasta que se
observo un cambio a pH neutro, es decir, mantener la coloracion roja del medio o

ligeramente naranja.

30



1. Se colocaron los cultivos previamente lavados con PBS y antibiotico en las
dos cajas de 96 pozos, donde se irradié con IR una de las placas por 45 s, de

acuerdo con el diagrama descrito en la Figura 5.

Muestras del compdsito

a las concentraciones de
25,50y 75 pg/mL por
24 horas

Muestras del compdsito
a las concentraciones de
25,50y 75 pg/mL por
48 horas

Quitosano-GMA

Nanoesferas de carbono

Blanco

Control positivo

IGOGTMMOO®>
OOOOOOO0
Q@000 0S®O~
00000O®O-
8900000
Q0000S OO
00000000
00000000+
00000000,
90000000
00000000,
00000000
00000000,

0000 @ O

Control negativo

Figura 5. Arreglo de placas de ensayo de viabilidad celular MTT del compdsito de
Q-GMA/CNS/AuNPs.

2. Densidad celular: Para realizar el conteo previo se centrifugé la suspension
celular a 2000 rpm durante 8 minutos. Posteriormente, se resuspendio el
pellet en 5 ml de medio nuevo y se realizé el conteo por método directo
(camara de Neubauer; por triplicado), obteniendo una densidad celular total

de 437,500 células/mL a través de la ecuacion 1[86]:

# de células vivas

x10 000 = (1)

#de campos
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3. Preparacién células: Para obtener la densidad celular deseada (2x10%) por
pozo se procedio a calcular el volumen necesario de STOCK de células que
se requiere para cada uno de los pozos (ocupando un volumen de 100 pl

clu), esto para cada uno de los tratamientos.

PARA EL ENSAYO SE UTILIZARAN 120 POZOS

(2 x103%) * 120 pozos = 240 000 células

100 uL/pozo * 120 pozos = 12000 ul = 12 mL

240 000 células

= 40 000 células/mL

6 mL
ClV1 =C2V?2
células
. (40000 =HE)(3mD 120 000 células
B (Densidad celular) "~ (Densidad celular)
120 000 células
= clulas =0.2725mL
437500 mL

2. Para cada pozo se colocaron 20 uL de la suspension celular sobre la
membrana y 80 yL de medio de cultivo suplementado con suero bovino al
10% vy antibiotico al 1% para dejarlos incubar por los tiempos mencionados

de la Figura 5.

- Evaluacion MTT

Se atempero el medio de cultivo suplementario, solucion MTT e isopropanol.

32



1. Pasado el tiempo determinado se retir6 el medio de los pozos a evaluar y se
deshecho.

2. Se agregaron 10 pyL de solucion MTT y 90 pyL de medio de cultivo
suplementario, para dejarlo incubar por 2 horas a 37 °C en oscuro.

3. Pasado el tiempo se retird la solucion sin retirar la membrana de quitosano y
se agregaron 100 uL de solvente MTT (isopropanol).

4. Se realizé una curva de calibracidn para las soluciones para observar la
adherencia de las células en los compadsitos.
*Se agitdé suavemente para retirar el MTT y formazan de la mitocondria
celular.

5. Se retird la solucion de cada pozo para después medir la absorbancia en un

lector de microplacas ELISA a las longitudes de onda de 595 y 655 nm.

Caracterizacion fisicoquimica.

- Espectroscopia de infrarrojo (FT-IR).
Para esta caracterizacion, se prepararon peliculas de espesor menor a 70 um,
realizando barridos de 4000 a 450 cm" donde se identificaron las vibraciones de los
grupos principales de Q y Q-GMA con las AuNPs y CNS con ayuda del equipo

Spectrum Two™,

- Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS).
Se utilizaron las muestras liquidas de las mezclas de Q y Q-GMA con las AuNPs y
CNS para medir el plasmén presente en ellas. El analisis se realizé de 350 a 800

nm con el equipos Genesys™ 10S de la marca THERMO Scientific.
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- Microscopia electronica de barrido (SEM).
El analisis de la morfologia y distribucion de las AuNPs con las CNS, se realizé por
medio del microscopio electrénico de barrido (SEM) por medio del equipo JSM 6010
LA con voltajes de aceleracién de 15y 20 kV y ampliacion de 50 a 6000X.

- Andlisis termogravimétrico (TGA).
El analisis termogravimétrico se realizé para el analisis de las transformaciones
térmicas que sufrieron los compdsitos de Q-GMA con las nanoparticulas de oro y
nanoesferas de carbono, por lo que se analizé por medio del equipo TGA Q500 de
la marca TA Instruments con una rampa de de 10 °C/minuto de temperatura
ambiente a 600 °C en una atmdsfera de O..

- Pruebas de radiacion.
Las pruebas de radiacion se realizaron para la medicion de oxigeno singulete, la
cual, se llevo a cabo a partir del uso de una camara de radiacion con una lampara

incandescende tipo reflector BR-40 de luz infrarroja.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Sintesis

En la figura 6, se muestra el inicio de las reacciones de reduccién del HAuCls en
Quitosano y Quitosano-GMA. Como se puede observar, en la figura 6A se muestra
la sintesis de las AuNPs en quitosano a través de la reduccion de acido cloroaurico
donde es notable la coloracién rosada después de quince minutos de reaccion;
mientras que en la figura 6B, se tiene la sintesis de las AuNPs con Q-GMA con una

ligera coloracion rosada al mismo tiempo de reaccion.
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Figura 6. Inicio de intesis de A) Qy B) Q-GMA con AuNPs.

Después de una hora de reaccion, se empez6 a observar una coloracidon rojiza
(figura 7A) caraceristica de la nucleacién de las nanoparticulas de oro con el
quitosano; por otra parte, la reaccién de reduccién con el Q-GMA (figura 7B) se
observa una coloracion violeta después de 90 minutos: ambas coloraciones,
corresponden a la formacion de nanoparticulas de oro de tamafos entre 60 nm y 90

nm, respectivamente [83].

Figura 7. Término de sintesis de A) Q con AuNPs y B) Q-GMA con AuNPs.
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FT-IR

En la Figura 8, se puede observar la comparacion de los espectros de IR de Q y Q-
GMA, donde primero se puede ver que el espectro de Q tienen el estiramiento
caracteristico (v) del grupo O-H y N-H en la zona de los 3400 cm™'; en 2931 y 2876
cm™ la tensidn asimétrica y simétrica del grupo CHa, respectivamente; en 1650 se
tiene la tension caracteristica del grupo amida con su deformacion caracteristica en
1550 cm™'. En la zona de los 1370 cm™ se observa la tension del grupo -NHCO con
el estiramiento del grupo C-N en 1312 cm™; en la zona de 1080 y 1030 cm™, se
tiene la tension asimétrica y simétrica del grupo C-O con los picos caracteristicos
de los sacaridos en 1160 y 895 cm-'. El compuesto sintetizado de Q-GMA presenta
un corrimiento del grupo C=0 en 1600 cm™, lo cual, se debe al desorden estructural
ocasionado al estrés en la funcionalizacion con GMA; en 1550 cm™ se observa el
estiramiento caracteristico del grupo C=C al igual que las deformaciones de los
grupos CHs y C-O-C en 1400 y 1150 cm, respectivamente. Estas modificaciones
le confieren mayor estabilidad térmica al material al igual que una mayor capacidad

de funcionalizacion [87].
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Figura 8. Espectro de FT-IR del Q y Q-GMA.

En la Figura 9, se puede observar el espectro de FT-IR de la conjugacion de Q con
AuNPs, en donde se tiene una atenuacion en las tensiones y deformaciones de los
grupos O- H'y NHo, sugiriendo que los grupos O-H participan en la quelacion con
las nanoparticulas con el grupo NH2. Adicionalmente, la atenuacion en la zona de
las 3400 cm™', muestra que los grupos antes mencionados también participaron en
la reduccion y estabilizacion de las AuNPs [88]. De igual manera, no se muestra un
cambio significativo en la estructura, ya que no desaparecieron picos caracteristicos

del Q en el grupo C-O-C mostrados en la Figura 8.
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Figura 9. Espectro de FT-IR de Q-AuNPs.

En la Figura 10, se tiene el espectro de FT-IR de la conjugacién de Q-GMA con
AuNPs. En esta, se observa un corrimiento ligero en las bandas caracteristicas del
polimero del grupo C=C de 1550 cm" a 1560 cm" al igual que en las deformaciones
de los grupos C-O-C de 1150 a 1160 cm™ debido a la presencia de las
nanoparticulas. De igual manera, se puede notar una disminucion en el porcentaje
de absorbancia de los grupos amino (3400 cm') debido nuevamente a la presencia
y al peso de las nanoparticulas de oro en las concentraciones de 0.2 y 0.4 mM [89].

La concentracion de 0.6 mM mostré una disminucion de dichas intensidades debido
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a la conjugacion en los grupos disponibles del Q-GMA siendo nuevamente los

grupos amino [82].

Q-GMA ——
Q-GMA conAuNPs al 0.2 mM ——
Q-GMAconAuNPs al 0.4 mM ——
Q-GMA con AuNPs al 0.6 mM

3400 1080
1030

Absorbancia (u.a)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 _ 500

cm 3,

Figura 10. Espectro de FT-IR del Q-GMA-AuNPs.

En la Figura 11, el espectro de Q- GMA-CNS-AuNPs demuestra que la presencia
de las nanoesferas de carbono aumentd el porcentaje de absorbancia en las
deformaciones y estiramientos de los grupos de C=0 en 1650 cm™' y de los grupos
C=C en 1550 cm™. Este comportamiento también se observa en los picos
caracteristicos de los sacaridos en ambos compuestos en 1160 y 895 cm™.[90]
Teniendo esto en cuenta, se tiene que las sintesis no alteraron la estructura de la

matriz de Q y Q-GMA ya que se conservo la tensién C-O-C en la zona de los 1160
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cm™, de igual manera, se muestra la disminucion en el porcentaje de absorbancia
de los grupos amino debido a que las nanoparticulas oro se asocian con estos,

como se puede ver en las tensiones de 3400y 1160 cm".

CNS ——
Q-GMA ——
Q-GMA-CNS con AuNPs al 0.2 mM ———
Q-GMA-CNS conAuNPs al 0.4 mM ——
Q-GMA-CNS con AuNPs al 0.6 mM

1400 1160

Absorbancia (u.a)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 _ 1000 _ 500

cm el

Figura 11. Espectro de FT-IR de Q-GMA-CNS-AuNPs.

UV-VIS

La caracterizacion UV-VIS se realiz6 para verificar el plasmén de las AuNPs en las
muestras de Q y Q- GMA. En la Figura 12 se puede apreciar que el espectro de UV-
VIS del Q y sus posteriores modificaciones con las nanoparticulas sintetizadas. Se
observa que el plasmén caracteristico no se puede detectar en concentraciones de
0.2 y 0.4 mM de AuNPs, por lo que se procedié a hacer un analisis de la segunda
derivada; sin embargo, conforme se va aumentando la concentracién de oro el

plasmon caracteristico a 528 nm es mas evidente en 0.6 mM [91].
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En la Figura 13, se tiene la grafica de la segunda derivada del espectro de la figura
12; se puede apreciar que el plasmon caracteristico no se observa en la
concentracion de 0.2 mM del compdsito mientras que en las concentraciones de 0.4
y 0.6 mM muestran el cambio en la curvatura en segundo grado, donde el plasmon

es perceptible en mayor medida, siendo la concentracién de 0.6 mM la que mas lo

Quitosano (Q) —
Q-AuNPs al 0.2 mM ——
Q-AuNPs al 0.4 mM

528 Q-AuNPs al 0.6 MM ——

A(u.a)

350 400 450 500 550 600 650 700 750
nm

Figura 12. Espectro de UV-VIS de Quitosano conjugado con AuNPSs.

presenta [91].
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Figura 13. Segunda derivada del espectro de UV-VIS del compdsito de Q-AuNPs.

Por otra parte, en los compuestos de Q-GMA con AuNPs, se puede notar de mejor
manera la presencia de este plasmon (figura 14); en el espectro de Q-GMA-AuNPs
al 0.6 mM se tiene una atenuacién en la absorbancia del Q-GMA debido a la
presencia de las nanoaparticulas, mismas que al observar el espectro de IR de este
compuesto (tensiones en la zona de los 3400 y 1160 cm™), podemos decir que no
se tiene una degradacion o ruptura de la estructura de la matriz de Q-GMA [91]. Una
vez verificada la presencia del plasmon, se procedio a sintetizar las muestras de Q-

GMA con CNS debido a que la presencia del plasmoén es mas evidente.
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Figura 14. Espectro de UV-VIS de A) Q-AuNPs y B) Q-GMA-AuNPs.

En la Figura 15, se tiene que los compuestos conservan el efecto plasmén aun con
su conjugacion con las CNS. Se puede observar que en la zona de los 800 nm hay
una absorbancia débil pero que debe considerarse para la activacién del
fotosensibilizador ya que al tenener el plasmon de las AuNPs, es posible la
asbsorcion de dos fotones y convertirlas en un solo foton de mas alta energia
(emision antistokes), es decir, la transicion de estado basal a estado excitado sera
a través de la absorcién simultanea de dos fotones de baja energia [92]. Los
resultados obtenidos bajo los valores de experimentacipon planteados y expuestos
en los espectros de FT-IR y UV-VIS, permiten plantear la posibilidad de aprovechar
la resonancia superficial del plasmon (SPR, por sus siglas en ingles) para usar esta
energia de absorcion en forma de calor, lo que permitira incrementar la eficiencia
de excitaciéon de las nanoesferas, asi como la oportunidad de combinar terapia

fotodinamica con terapia fototérmica (PDT/PTT) [59].
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Q-GMA-CNS con AuNPs al 0.6 mM ————

A(u.a)

350 400 450 500 550 600 650 700 750
nm

Figura 15. Espectro de UV-VIS de Q-GMA-CNS- AuNPs.

SEM y HR-SEM

Debido a que las muestras de Q-GMA-CNS- AuNPs al 0.4 y 0.6 mM conservaron el
plasmon y la estructura de la matriz se mantuvo, se seleccionaron para su
caracterizacion por HR-SEM y SEM. En la Figura 16 se puede observar al Q-GMA-
CNS-AuNPs al 0.4 mM en donde se aprecia la distribucién de los clusters de
nanoesferas de carbono con las nanoparticulas en una matriz de Q-GMA. Por otra
parte, se observa que las CNS se encuentran en la estructura de manera superficial,

confirmando la formacién de un compadsito nanoestructurado.
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0.4 mM 1.0kV-D 2.9mm x15.0k SE+BSE(U) 3.00um

Figura 16. Imagen SEM de Q-GMA-CNS-AuNPs al 0.4 mM.

El histograma mostrado en la Figura 17, muestra que en una poblacion de 20
particulas, el tamano medio de las nanoparticulas asociadas a una morfologia cuasi-
esférica es de 76.7 nm con una distribucion normal sesgado a la derecha, donde la
media es mayor a la mediana. Las nanoparticulas mostradas en la Figura 18,
corresponde a una morfologia cuasi-esférica que se relaciona directamente con el

plasmon y tamafio reportados con anterioridad en las figuras 7, 11 y 15 [93].
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Figura 17. Histograma de AuNPs en Q-GMA-CNS-AuNPs al 0.4 mM

0.4 mM 1.0kV-D 2.9mm x250k SE+BSE(TU

Figura 18. Imagen HR-SEM de Q-GMA-CNS-AuNPs al 0.4 mM.
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En la Figura 19, se tiene la micrografia SEM de la distribucu6n de la muestra de Q-
GMA-CNS-AuNPs al 0.6 mM en donde es evidente la mayor cantidad de
nanoparticulas en la superficie, ya que se encuentran distribuidas de manera mas
uniforme en la matriz. De igual manera, se tiene la formacion de clusters de
nanoparticulas, lo cual, es comun en reacciones de reduccion de HAuCls, sin

embargo, esto no afectd el plasmén mostrado en la figura 14 [83].

SEl 15kV  WD11mmSS45 x2,000 10um

Figura 19. Imagen SEM de Q-GMA-AuNPs al 0.6 mM.

El histograma mostrado en la Figura 20, muestra el analisis de una poblacion de 20
particulas de la Figura 19, donde el tamafio medio es de 77.8 nm; su distribucion
corresponde a una sesgada a la izquierda, la cual indica que la moda es menor a la
mediana y a su vez a la media: esto significa que el tamafio de nanoparticulas es

menor al tamafio medio. Por otra parte, en la Figura 21, se tiene una imagen de
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SEM donde se puede apreciar que la morfologia de las nanoparticulas es cuasi-
esférica, la cual, confirma los resultados obtenidos en los espectros de UV-VIS y

FT-IR mostrados en las figuras 7, 11 y 15 acerca de la morfologia y la interaccién

del quitosano.

#Z Q-GMA-CNS-AuNPs al 0.6 mM

Cantidad

nm

Figura 20. Histograma de AuNPs en Q-GMA-CNS-AuNPS al 0.6 mM.



0.6 mM 1.0kV-D 2.9mm x150k SE+BSE(TU 300nm

Figura 21. Imagen HR-SEM de Q-GMA-CNS-AuNPs al 0.6 mM.

TGA

Los termogramas obtenidos a partir de la técnica de TGA, muestran la variacién en
pesos con el correspondiente cambio de temperatura, como se muestra en la Figura
22; se tiene el espectro de TGA con su derivada de las CNS donde se presenta un
comportamiento estable entre los 35 y 500°C; a los 520.54°C, se da la
transformacién quimica completa de las CNS, correspondiente a la pérdida del

97.24% de peso, teniendo una alta pureza de este compuesto [80].
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Figura 22. TGA de CNS.

En la Figura 23, se puede observar el termograma de TGA del compdésito Q-GMA-
CNS-AuNPs al 0.4 mM donde la pérdida de peso a los 293.83 °C corresponden a
la pérdida de peso del 47% debido a la disociacion del Q-GMA, mismos que se
muestran en las tensiones de 1160 y 895 cm del FT-IR; posteriormente, se tiene
una pérdida del 17% a los 436.59 °C, la cual esta asociada la pérdida de las
nanoparticulas de oro, las cuales se pueden observar en las tensiones de 1400 y
1150 cm™ correspondientes a las deformaciones de los grupos NH y C-O-C (figura
11); por ultimo, se tiene otro decaimiento de peso del 24% a los 569.13 °C, la cual

corresponde a las nanoesferas en el compdsito, las cuales, han demostrado que al
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estar en estructura con nanoparticulas de oro, da mas estabilidad, por lo que se

presenta un corrimiento del valor de 520.54°C a 569.13 °C [56].
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Q-GMA-CNS-AuNPs 04 mM ——

100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

Figura 23. TGA del composito Q-GMA-CNS-AuNPs al 0.4 mM.

En la Figura 24, se tiene el espectro de TGA del compdsito Q-GMA-CNS-AuNPs al
0.6 mM donde, la pérdida de peso del 49% se dio a los 297.93 °C correspondiente
a la disociacion del Q-GMA [87]; a los 449.34 °C se tiene la pérdida del 21%
asociado la pérdida de las nanoparticulas de oro; y por ultimo, se tiene la pérdida
del 18% a los 561.97 °C, la cual corresponde a las nanoesferas en el compdsito

[94].
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Figura 24. TGA del composito Q-GMA-CNS-AuNPs al 0.6 mM.

El analisis de los materiales a través de TGA, muestran que todos ellos presentan
tres pérdidas importantes: la primera, alrededor de 295 °C asociada a la disociacion
del quitosano y el GMA; la segunda, alrededor de 450°C que puede deberse a la
pérdida de las nanoparticulas de oro; y la tercera, alrededor de los 560°C, esta
asignada a la pérdida de las nanoesferas de carbono y al material organico

carbonizado.

Rendimiento cuantico de 'Ox.
El 1,3-difenil-isobenzofurano (DPBF), es un conocido compuesto en las pruebas de
rendimiento de 'O, debido a que su fotodegradacion a lo largo del tiempo es

proporcional a la produccién de oxigeno singulete [95].
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Para medir el rendimiento cuantico de las muestras, se realizaron las pruebas en
una camara de radiacion infrarroja con soluciones de DPBF con los siguientes

compuestos:

1. CNS.
2. Azul de metileno al 3.13 x10* M.
3. Q-GMA-CNS-AuNPs al 0.4 mM.

4. Q-GMA-CNS-AuNPs al 0.6 mM.

El analisis de los compdsitos se realizé en los primeros tres minutos dividido en
lapsos de 30 segundos, como se puede observar en la Figura 25. De igual manera,
se demuestra que el compdsito degrada el DPBF de manera proporcional en el
tiempo, confirmando el correcto funcionamiento de la camara de radiacion y del
composito [96]. El azul de metileno, es un compuesto usado como referencia para
la obtencion del rendimiento cuantico de cada compésito por lo que se midié su
comportamiento en el DPBF [97]. Como se puede observar en los compuestos, se
tiene una disminucidn en la concentracidén proporcional en el tiempo, donde a los

tres minutos se obtiene una mayor cantidad de degradacion del DPBF.
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Figura 25. Degradacion del DPBF en diferentes tiempos.
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De acuerdo a los datos obtenidos, se realizo la curva y el ajuste de los datos en la

Figura 26, donde se presenta el comportamiento de los fotosensibilizadores en el

tiempo, donde Q-4 y Q-6 se refiere a los compésitos de Q-GMA-CNS-AuNPs al 0.4

mM y Q-GMA-CNS-AuNPs al 0.6 mM, respectivamente.
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Para el rendimiento cuantico de la produccion de oxigeno singulete, se realizé una
curva de azul del metileno, ya que este, al servir de referencia, se puede calcular el
rendimiento cuantico de los compdésitos de Q-GMA-CNS-AuNPs por medio de la

ecuacion 2 [98]:

ba(D) = Pp(R) L2 2)

m(R)

Donde (D) se refiere a la muestra desconocida, (R) a la muestra de referencia y m
a la pendiente de la muestra de la absorbancia contra tiempo. En la tabla 3, se
pueden observar los valores del rendimiento cuantico de los compuestos, teniendo

como referencia que el ¢, del azul de metileno es de 0.52 y su pendiente -0.007369

[98].
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Figura 26. Degradacion del DPBF en el tiempo.
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Tabla 3. Resultados de rendimiento cuantico

Compuesto Recta da
Nanoesferas f(x) = —0.00041667x + 0.2016 0.29
Q-04 f(x) = —0.0003892x + 0.1578 0.27
Q-06 f(x) = —0.0004428x + 0.21143 0.31

Viabilidad celular (MTT)

Por otra parte, en la Figura 27 se puede observar el resultado del porcentaje de
viabilidad celular contra el tiempo de analisis; los datos, se encuentran agrupados
en cinco materiales, donde Q es quitosano-GMA, CNS nanoesferas de carbono y
los siguientes tres datos (25, 50 y 75) las concentraciones en ug/mL del compésito
completo de Q-GMA/CNS/AuNPs al 0.6 mM; de igual forma, los primeras cinco
columnas corresponden a las células irradiadas, mientras que las siguientes cinco

a las no irradiadas tanto para 24 como para 48 h.

Se puede observar que en las primeras 24h (irradiadas), se tiene un aumento en
porcentaje de viabilidad celular donde se obtuvieron valores de 70.9, 161.8, 154.5,
152.7 y 121.8%, para Q, CNS, 25, 50 y 75, respectivamente. Rana Begun et. al.

reportaron que la irradiacion terapéutica aumenta el ATP de la mitocondria,
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aumentando el tiempo de vida de las células y su dispersion [99]; este fendmeno se
presentd debido a que no hubo un estimulo suficiente de radiacion. Por otra parte,
al no estar irradiado, se detuvo el porcentaje de viabiliad, donde se pudo relentizar
la proliferacion de las células de cancer en 79.5, 46.2, 1.3, 7.7 y 82.2%, para los
compositos de Q, CNS, 25, 50 y 75, respectivamente, donde el tiempo de
duplicacién normal de las células corresponde a 24 h. Lo mismo se observa a las
48 h, donde los datos que corresponden a la parte irradiada, tienen una duplicacion
exponencial de las células, mientras que las no irradiadas presentan el mismo

comportamiento que a las 24 h, es decir, detuvieron la duplicacion celular.
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Figura 27. Porcentaje de viabilidad celular.
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Para medir la selectividad de los compadsitos se realizd una curva de calibracion de
los compdsitos (Figura 28), donde se tiene que estos se ajustaron a la recta

presentada en la ecuacion 3 con un R? de 0.97.

£(x) = 0.000325x + 0.00120833 (3)
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' Q-06 o
Ajuste
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0 10 20 30 40 50 60 70 80
Concentracion (pg/mL)

Figura 28. Curva de calibracion de compdésito en ensayo MTT.

En la tabla 4, se reportan los datos correspondientes a las concentraciones del
composito en los pozos una vez retiradas las células; estos datos corresponden a
los ajustados a la curva de la Figura 28 donde las concentraciones de 25 pug/mL no
se adhirieron a las células, mientras que a las concentraciones de 50, se tiene que
en la parte irradiada el 76% del compdésito se adhirié a las células, mientras que la
parte no irradiada fue del 46%; del mismo modo, en la concentracién de 75 mg/mL,

en la parte irradiada se adhirio el 53.7% y en la no irradiada el 51.6%.
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Tabla 4. Resultados de concentraciones iniciales y después de retirar células
(ug/mL).

Concentracion inicial Conc. Irradiado Conc. Sin Irradiar
25 25 25
50 12.7 28.1
75 34.7 36.3

CONCLUSION.

Los resultados presentados por las caracterizaciones demuestran que se obtuvo un
composito nanoestructurado soportado en una matriz de Q-GMA, debido a que las
tensiones caracteristicas de los grupos C-O-C obtenidos en la caracterizacion de
FT-IR se conservaron; de igual manera, la unién de las nanoparticulas con el Q-
GMA aparenta ser quimico debido a las atenuaciones de las tensiones de los grupos
NH2; por otra parte, las nanoparticulas complejadas con las nanoesferas
conservaron su efecto plasmon (como se observa en los espectros de UV-VIS) en
los compésitos de Q-GMA-CNS-AuNPs en concentraciones de 0.4 y 0.6 mM
estando distribuidas de manera uniforme en toda la estructura en forma de clusters,
al igual de que los tamanos para las nanoesferas es de alrededor de 400 nm y las
nanoparticulas de oro de 60 nm (SEM y HR-SEM). Estas propiedades, hacen que
el material pueda ser considerado como un potencial fotosensibilizador para su
aplicaciéon en terapia fotodinamica; dado que este método es menos invasivo que
los procedimientos quirurgicos y los efectos secundarios son menores que la
quimioterapia y radioterapia, por lo que la investigacion de nuevos
fotosensibilizadores que sean estables, con efecto plasmon y que estén distribuidos
de manera uniforme en la estructura es necesaria para migrar a este tratamiento

fotodinamico.

59



Posteriormente, el estudio de TGA midio la transformacion térmica del compdsito
nanoestructurado donde se tiene que las pérdidas de peso a las temperaturas que
se sometio el analisis, estan asociadas a la degradacion del Q-GMA y sus enlaces
con las nanoparticulas; de igual manera, se demostré que la cantidad de
nanoesferas en cada compdsito corresponde al 24 y 18% en peso para los
compositos de Q-GMA-CNS-AuNPs al 0.4 mM y Q-GMA-CNS-AuNPs al 0.6 mM,

respectivamente.

Se encontré que los compdsitos de Q-GMA-CNS-AuNPs tienen la habilidad de
generar 'O, por medio de la la degradacién de DPBF, teniendo un aumento en el
rendimiento cuantico en el compdsito de 0.6 mM del 6.9% tomando como referencia

las nanoesferas de carbono.

El analisis de MTT dio como resultado que los compdsitos tienen la capacidad de
frenar la proliferacion de las células de cancer HT29 sin estimulo, mientras que al
irradiar, se pudo observar un aumento en la proliferacién y metastasis de las células.
Por otra parte, tenemos que se tiene una adherencia a las células mayores al 50%
en las concentraciones de 50 y 75 ug/mL, siendo mayores a la hora de irradiar,
debido a que se tiene un aumento en la poliferacidon celular, provocando mayor

adherencia.

Finalmente, se puede decir que los compdésitos nanoestructurados de Q-GMA-CNS-
AuNPs al 0.4 y 0.6 mM fueron debidamente sintetizados donde tenemos la sinergia
de los compuestos de Q-GMA-nanoparticulas de oro-nanoesferas de carbono, para

la de generacién de oxigeno singulete, por lo que es posible su aplicacion como
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fotosensibilizador en terapia fotodimamica, confirmando la hipétesis planteada en el

presente trabajo.
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