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Resumen de la tesis que presenta Carlos Muiioz Bustos como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Sintesis de nanoparticulas luminiscentes/magnéticas para su aplicacion como
bioetiquetadores

Resumen aprobado por:

Dr. Gustavo Alonso Hirata Flores Dra. Karla Oyuky Juares Moreno
Director de tesis Codirectora

Las propiedades luminiscentes y magnéticas de las nanoparticulas (NPs) de granate de aluminato
de gadolinio dopadas con cerio (GAG:Ce3*) y funcionalizadas con &cido fdlico para
bioetiquetadores de células de cancer son descritas en este trabajo. Las NPs fueron sintetizadas
por el método de sintesis por combustién usando como combustible carbohidrazida, con un
tratamiento térmico a 1100 °C por 3 h para permitir un adecuado crecimiento de los
nanocristales. Después, la superficie de estas NPs de GAG:Ce3* fueron funcionalizadas con 3-
aminopropil-trietoxisilano (APTMS) y entonces seguido por acido félico con EDS y NHS como
agentes de acoplamiento. Las propiedades fisicoquimicas, morfoldgicas y estructurales de las NPs
fueros caracterizadas por TEM, XDR, FTIR, fluorescencia y espectroscopia de UV-Vis. Los estudios
de fotoluminiscencia mostraron que bajo excitacion con luz azul de 468 nm, las NPS de GAG:Ce®*
emiten luz amarilla con un maximo de intensidad a 600 nm. Ademas, el efecto de la concentracién
de dopaje sobre las propiedades de las NPs fue estudiado. Se encontrd que con una concentracion
de dopaje del 2% se produce los mas altos valores de rendimiento cuantico y de intensidad de
luminiscencia. La caracterizacién magnética se realizdé usando un dispositivo de interferencia
cuantico superconductor (SQUID, por sus siglas en inglés), lo cual confirmd la naturaleza
paramagnética de las NPs de GAG:Ce3* (Ce=2%), con un valor de susceptibilidad magnética de
1.04x10* emu/g0Oe. Adicionalmente, se evalud la citotoxicidad por ensayos colorimétricos de las
NPs desnudas y funcionalizadas en células de cancer de mama MDA-MB-231. Finalmente, la
internalizacién de las NPs de GAG:Ce3* funcionalizadas con acido félico en las células de cédncer
de mama fue demostrada por microscopia confocal, obteniéndose imagenes que muestran la
internalizacidn citoplasmatica de las NPs en las células de cancer de mama, confirmando asi, que
estas NPs funcionan como bioetiquetadores de células de cancer.

Palabras clave: Nanoparticulas, bioetiquetador, paramagnético, acido félico.
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Abstract of the thesis presented by Carlos Mufioz Bustos as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Nanoscience.

Synthesis of luminescent/magnetic nanoparticles to their application as biolabels

Abstract approved by:

Dr. Gustavo Alonso Hirata Flores Dra. Karla Oyuky Juares Moreno
Director de tesis Codirectora

The luminescent and magnetic properties of gadolinium aluminate garnet nanoparticles doped
with cerium (GAG:Ce3*) and functionalized with folic acid for biolabeling cancer cells are described
in this work. The nanoparticles were fabricated by carbohydrazide combustion synthesis and
annealed at 1100 °C for 3 h to allow proper crystal growth. Afterwards, the surface of these
GAG:Ce?* nanoparticles was functionalized with 3-Aminopropyl-tri-methoxy silane (APTMS) and
then followed by folic acid using EDS and NHS coupling. Physicochemical properties of surface
functionalized GAG:Ce3* nanoparticles were characterized by TEM, XRD, FTIR, fluorescence and
UV-Vis spectroscopy studies. Photoluminescence studies showed that upon excitation with blue
light of 450 nm the GAG:Ce3* nanoparticles emit yellow light with maximum intensity at 550 nm.
Moreover, the effect of Ce doping concentration on the luminescent properties of GAG
nanoparticles was studied. It was found that 2% doping of cerium produced highest emission
intensity and quantum vyield. Magnetic characterization using superconducting quantum
interference device (SQUID) confirmed the paramagnetic nature of GAG:Ce3* (Ce = 2%) with a
magnetic mass susceptibility of 1.04x10-4 emu/gOe. Additionally, the cytotoxicity of bare and
functionalized GAG:Ce3* nanoparticles in MDA-MB-231 breast cancer cells was evaluated by MTT
assay. Finally, the internalization of folic acid-functionalized GAG:Ce3* was evaluated by
colorimetric assays in MDA-MB-231 breast cancer cells. Thus, it was possible to obtain images
that demonstrate the cytoplasmic internalization of nanoparticles in breast cancer cells.
Confirming with this that these nanoparticles can function as effective biolabels of breast cancer
cells.

Keywords: Nanoparticles, biolabels, paramagnetic, folic acid.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Nanoparticulas de granate de aluminato de tierras raras

El desarrollo tecnoldgico de nanoparticulas (NPs) luminiscentes/magnéticas basadas en metales de tierras
raras se ha ido incrementando en los Ultimos afios en el campo de la biomedicina, debido a la necesidad
de nuevas herramientas para el tratamiento y la deteccidon de enfermedades como el cancer (Bouzigues
etal., 2011; Guo et al., 2016; Sengar et al., 2016). Los materiales ceramicos de granate de aluminato de
tierras raras, cuya férmula quimica general es Ln3AlsO1; (LnAG, donde Ln es un lantanido o el itrio), son los

mas empleados para este propésito.

El estudio de las NPs de granate de aluminato de tierras raras como Y3AlsO1; (YAG) y Gd3AlsO1; (GAG) son
de gran interés debido a sus excelentes propiedades fisicoquimicas y a sus potenciales aplicaciones en
diversas areas de la ciencia. Las NPs de YAG dopadas con diferentes metales de tierras raras son uno de
los materiales mas usados como bioetiquetador para la generacién de imagenes celulares debido a su alta
estabilidad quimica, baja toxicidad, altos rendimientos cuanticos, entre otras caracteristicas (Dong et al.,
2012). Sin embargo, su aplicacion en la generacion de imagenes luminiscentes de células de cancer en
tejidos profundos es limitado, debido a que la luminiscencia de las NPs puede ser percibida a menos de 1

cm de la superficie de la piel (van Leeuwen et al., 2015).

El GAG es un material similar al YAG, sin embargo, en vez del dtomo Y** contiene Gd** en la estructura
cristalina granate, el cual tiene un tamafio atémico mas grande que el Y** y posee propiedades
fisicoquimicas diferentes por su configuracién electrénica (Li et al., 2016). Asi, el GAG tiene propiedades
magnéticas (Jayanthi y Manorama, 2014) que podrian ser empleadas para la generacién de imagenes de
resonancia magnética (MIR, por sus siglas en inglés), la cual cuenta con un poder de penetracion en tejido

mas profundo que las imagenes generadas por el principio fisico de luminiscencia en sistemas bioldgicos.



1.1.1 Nanoparticulas de YAG

Entre los diferentes metales de tierras raras empleados para dopar a las NPs de YAG los iones cerio son
uno de los mds empleados, esto debido a las altas intensidades de luminiscencia que presenta, ademas de
no desestabilizar a la estructura cristalina de granate por su tamafio atdmico similar al itrio (Asakura et al.,
2007). Las NPs de YAG dopadas con cerio (YAG:Ce) tienen una longitud de onda de emisidn alrededor de
530 nm (color amarillo), debido a la transicién de fotones excitados del orbital 5d(*As, ) a 4f(*F; ) del ion

cerio dentro de la red cristalina de YAG (Asakura et al., 2007).

Los materiales de granate de aluminato de tierras raras, tales como el YAG y GAG, tienen una estructura
cristalina cubica centrada en el cuerpo (bcc, por sus siglas en inglés) cuyo grupo espacial es Ia3d (J.-G. Li
y Sakka, 2015). La cristalinidad es un factor crucial para emplear las NPs de YAG:Ce en aplicaciones épticas,
pues se sabe que la intensidad de luminiscencia esta fuertemente relacionada con monofases puras. La
alta cristalinidad, asi como la existencia o no, de fases secundarias tales como el Y;Al;,05 (YAM) o YAIO;
(YAP), dependen del método de sintesis y la temperatura del tratamiento térmico. Con respecto a la
temperatura de sintesis, se ha encontrado por ejemplo, que con tratamientos térmicos con temperaturas
superiores o iguales a 800 °C aparece el pico principal de la estructura cubica del YAG:Ce, el cual esta

centrado en 206=33.4° (Hassanzadeh-Tabrizi, 2012).

Las NPs de YAG:Ce han sido sintetizadas con éxito a través de diferentes métodos, entre los cuales estan:
solvotermal (Abdelhay et al., 2012), microondas (Jain et al., 2018), precipitacion (Ji et al., 2015), entre
otros. Se sabe que las propiedades y caracteristicas de las NPs dependen en parte del método de sintesis,
con lo cual se puede controlar, por ejemplo, el tamafo de particula, morfologia de la superficie,
concentracidn de abatimiento (concentration quenching) y cristalinidad (Lee et al., 2010). Por lo tanto, es

posible disefar a las NPs de YAG:Ce para una aplicacion dptica particular.

1.1.2 Nanoparticulas de GAG

Metales de tierras raras como el Eu, Ce, Tb y Dy han sido empleados como activadores dopantes de NPs
luminiscentes de GAG con potenciales aplicaciones en la generacion de imagenes biomédicas, LEDs para

iluminacion cdlida y como ceramicos centelladores (J.-G. Li y Sakka, 2015).
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Por otro lado, en la literatura hay un nimero mayor de estudios de (Y1.xGdx)3-yAls012:RE, en comparacion
con GAG:RE (RE: rare earths, por sus siglas en inglés), donde los dtomos de Y**y Gd** compiten por los
sitios 24c (simetria puntual D,) dentro de la estructura cristalina granate. El mayor nimero de estudios de
materiales como (Y1.xGdx)3Als012:RE, y (Gdiluy)syAlsO12:RE, sobre GAG:RE se debe a que son
termodinamicamente mas estables, permitiendo tratamientos térmicos a temperaturas elevadas
(mayores a 1300°C) y aplicaciones como la fabricacion de LEDs. Sin embargo, el material (NPs de GAG)
puede recibir tratamientos térmicos con temperaturas de alrededor de unos 1100°Cy tener una estructura
altamente cristalina con una baja cantidad de fases secundarias ( J.-G. Li y Sakka, 2015; Bartosiewicz et al.,

2017).

Las NPs o materiales en bulto de YAG:Ce o LUAG:Ce se dopan de forma parcial o total con gadolinio y como
consecuencia se desplaza la longitud de onda de emisién a mayores longitudes de onda, lo cual tiene
aplicaciones en la generacién de luz blanca. El desplazamiento en la longitud de onda de emisién se debe
a una mayor separaciéon del campo cristalino del ion cerio (figura 1) en la redes hospederas que contengan

total o parcialmente gadolinio en estructuras cristalinas de granate (George et al., 2013).

1.2 Nanoparticulas luminiscentes como bioetiquetadores de células

Las NPs luminiscentes empleadas como bioetiquetadores son aquellos nanomateriales que son selectivos
a biomoléculas o moléculas orgdnicas que estan sobre-expresados o son exclusivos a un sistema bioldgico
particular, cuyo fin es generar imagenes luminiscentes cuando son sometidas a radiacion UV, visible o
infrarrojo (o una combinacion de estos). Asi pues, identificar por ejemplo la ubicacién de células de cancer
de forma selectiva dentro de un organismo es importante, pues de esta forma se puede diagnosticar o

tratar para una cirugia.
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Figura 1. Diagrama de energia que muestra el efecto de la red hospedera en la divisidn del campo cristalino del nivel
energético 5d del ion Ce3*,

Entre los nanomateriales luminiscentes empleados como bioetiquetadores estan los nanocumulos
(nanoclusters) basados en metales nobles, pues han demostrado tener una alta especificidad en diversos
sistemas biolégicos (Wood, 2004). Otro nanomaterial son los puntos cudnticos, que pueden ser
funcionalizados con diversas moléculas organicas, sin embargo, se ha encontrado que son altamente
citotéxicos (Cho et al., 2008). Existen también las NPs dopadas con metales de tierras raras, que
recientemente han llamado la atencidon por su baja o nula toxicidad, facil funcionalizacion y altos
rendimientos cudanticos (relacidon entre el nimero de fotones que emite un material con respecto al

numero total de fotones empleados para excitar al material) (Zhang et al., 2013).

Entre algunas de las caracteristicas fisicoquimicas que deben tener los bioetiquetadores estan: solubles o
capaces de formar suspensiones homogéneas en medios acuosos, no ser citotdxicos y ser fotoestables (J.-
M. Shen et al., 2012; Tagaya et al., 2014). Estas caracteristicas permiten generar de manera Optima
imagenes luminiscentes con gran claridad del sistema bioldgico bajo estudio, que son frecuentemente

células y en particular de cancer.

Por otro lado, la funcionalizacién de NPs con diferentes compuestos quimicos y bioldgicos es la estrategia
mayormente empleada para dirigir de forma selectiva los nanomateriales a las células mediante la unién
a los receptores ubicados en la membrana celular. La interaccion entre NPs funcionalizadas y la célula se
basa en la unién especifica entre el recubrimiento (funcionalizacién) de las NPs y las biomoléculas que
estan en la superficie de la célula, cuya naturaleza de interaccién es frecuentemente supramolecular

(Grobmyer et al., 2010).



1.2.1 Nanoparticula funcionalizadas con acido félico para la unién a células de cancer

Diversos moléculas orgdnicas y bioldgicas tales como proteinas, aminoacidos, vitaminas y carbohidratos
han sido empleados para funcionalizar NPs con el fin de interaccionar selectivamente con ciertos tipos de
células de céancer (Khosravian et al., 2016), uno de los mas estudiados en la actualidad es el acido fdlico,
gue es una vitamina soluble en agua. El empleo de esta vitamina es porque, los receptores de acido félico
estan sobre-expresados en varios tipos de células de cancer, como el cancer epitelial, de ovario, glandula
mamaria, colon, pulmdn, prdstata, nariz, garganta y cerebro (Saltan et al., 2011). Entonces, los estudios
de interaccién entre NPs funcionalizadas con 4cido félico y células de cancer es de especial relevancia,

pues permiten diferenciar en cierto grado las células de cancer de las células sanas que rodean al tumor.

Tagaya (2014) describe que las NPs de silice luminiscentes funcionalizadas con acido félico se unen a los
receptores de 4cido fdlico en la superficie de las células de cancer cervicouterino (HelLa) y entonces son
internalizadas por las mismas (figura 2). Con ello, se permitié monitorear en tiempo real a las células de
cancer tratadas con NPs en un sistema in vitro a través de imagenes luminiscentes. Estudios adicionales
demostraron que estas NPs tenian una buena dispersién en el medio de cultivo celular, exhibian una alta

citocompatibilidad hacia las células de cdncer y tenian una luminiscencia detectable.
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Receptor de AF
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NPs de silice luminiscentes
funcionalizadas con acido félico

Figura 2. Representacion de la unién de los receptores de acido félico e internalizacion de las NPs luminiscentes en
células de cancer cervicouterino (Hela).



1.3 Cancer

Las células crecen y se dividen a fin de cumplir un ciclo para una funcién determinada. Cuando las células
cumplen su ciclo celular o se dafian, estas mueren y son reemplazadas por nuevas células (excepto las
células neuronales). Sin embargo, es posible que este proceso ordenado se descontrole y dé lugar a células

anormales (cancerosas), lo cual lleva al cancer (Alberts y Bray, 2006).

El cdncer se refiere a todas aquellas enfermedades en las que hay células anormales que se multiplican sin
control y pueden formar cumulos de células llamados tumores. Existen dos tipos de tumores: los tumores
malignos y los tumores benignos. En los tumores malignos las células cancerosas se desprenden de éstos
y se mueven a través del sistema linfatico y/o del sistema circulatorio a distintas partes del cuerpo
humano, las cuales pueden formar nuevos tumores en un proceso conocido como metastasis. En el caso

de los tumores benignos, no se extienden a tejidos lejanos o cercanos (Alberts y Bray, 2006).

1.3.1 Cancer de mama

El cdncer de mama (también conocido como céncer de seno) se origina cuando las células del seno se
convierten en células anormales comenzando a crecer y dividirse sin control. Las células de cancer de
mama usualmente forman protuberancias que son identificadas al palpar el seno, de esta forma su
deteccidn es fécil. Sin embargo, es posible que no se formen protuberancias, y por lo tanto su deteccion
necesita de otras técnicas para un correcto diagndstico, entre las mas utilizadas estan: el ultrasonido
mamario, mamografia de diagndstico, imagenes de resonancia magnética y biopsias. Sin embargo, la
aplicacion de estas técnicas para la deteccion oportuna tiene algunos problemas y desventajas, como, por
ejemplo: alto costo, sistemas dolorosos y principalmente la falta de precisién del sistema de deteccidn.
Por ello es importante desarrollar nuevas y mas eficientes herramientas de deteccion del cdncer de mama.
Entre los materiales que recientemente se han empleado para la deteccién del cancer de mama (incluso

en etapas tempranas) son las NPs magnetoluminiscentes (Grobmyer et al., 2010).

En este trabajo se propone el uso de NPs de GAG luminiscentes/magnéticas funcionalizadas con acido
félico para la deteccion selectiva de células de cancer de mama. Ya que las células MDA-MB-231 tienen
sobre-expresado el receptor de acido félico en su superficie, se propone que al funcionalizar las NPs de

GAG con 4cido félico, habra una interaccion especifica entre las células y las NPs.



1.4 Hipotesis y objetivos
1.5 Hipétesis

Las NPs de GAG luminiscentes/magnéticas funcionalizados con acido fdlico funcionan como
bioetiquetadores selectivos de células de cancer de mama MDA-MB-231 que permiten su localizacién por

luminiscencia e imagenes de resonancia magnética.

1.6 Objetivo general

Sintetizar NPs de GAG para probar su efectividad como bioetiquetador frente a células de cancer de mama

MDA-MB-231.

1.7 Objetivos particulares

1. Sintetizar NPs de GAG por el método de combustion con carbohidrazida.

2. Recubrir a las NPs con silice (GAG@SiO,)

3. Funcionalizar la superficie de las NPs con APTMS y con &cido félico.

4. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas y estructurales de las NPs de GAG.

5. Determinar la citotoxicidad de las NPs in vitro mediante ensayos de colorimetria

6. Evaluar in vitro la internalizacidon de las NPs mediante microscopia confocal en células de cancer

de mama MDA-MD-231 y citometria de flujo.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sintesis de las nanoparticulas de GAG
2.1.1 Sintesis de las nanoparticulas de Gd(z-xCexAls012 por el método de combustion

Las NPs de GAG fueron sintetizadas por el método de combustion con carbohidrazida como combustible,
como se puede ver en la figura 3. Los precursores Gd(NOs)s'6H,0 (99.9%, Aldrich), Al(NOs);"9H,0 (98%,
Aldrich) y Ce(NOs)3'6H,0 (99%, Alfa Aesar) fueron usados en una cantidad estequiométrica apropiada
(reaccion 1) para obtener 1 g de polvo. La concentracion de dopaje de cerio fue variada de valores de x=
1%, 2%, 3%, 4%, 5% y 8% para identificar la concentracidon dptima con la mas alta intensidad de
luminiscencia. La carbohidrazida (Aldrich) fue afiadida en un 50% de exceso acorde a la estequiometria de
la ecuacién 1 para mejorar el rendimiento de la reaccidn. Entonces, después de preparar la solucién acuosa
por la mezcla de nitratos, esta fue agitada por 25 min y después puesta en un horno precalentado a 550°C
por 25 min. Enseguida, la espuma obtenida fue molida y el polvo resultante puesto en un crisol. Entonces,
el polvo fue puesto en el horno a 1100°C por 3 h. Finalmente, el material fue almacenado para futuras

aplicaciones.

(3-X) Gd(N03)3 +5 Al(N03)3 +X Ce(N03)3 + CHgN4O > Gd(a.x)cexA|5012

+3H,0+14 N, + CO, +28 05 (1)
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Figura 3. Sintesis de NPs de GAG por el método de combustion.



2.1.2 Sintesis de las nanoparticulas de Gd(zx)CexAls012 por el método de sol-gel

Las NPs de GAG fueron sintetizadas por el método de sol-gel con acido tartdrico como agente quelante,
como se puede ver en la figura 4. Los precursores Gd(NOs);'6H,0 (99.9%, Aldrich), Al(NOs)3'9H,0 (98%,
Aldrich), Ce(NOs)3'6H,0 (99%, Alfa Aesar) y el acido tartarico (99.5%, Aldrich) fueron usados en una
cantidad estequiométrica apropiada (reaccion 2) para obtener 1 g de polvo. Respecto al
procedimiento experimental: la mezcla fue continuamente agitada durante 24 h para que los
nitratos se disuelvan completamente. Durante el siguiente paso, la temperatura de reaccidn fue
elevada a 80°C por 2 h para la formacién del gel. El polvo fue molido con un mortero durante 8

min hasta obtener un polvo fino. Finalmente, el recocido se realizé a 1100°C por 3 h.

(3-x) GA(NO3)s + 5 AI(NO3)s + x Ce(NO3)3 + CH406 = Gd(3-CexAlsO12

+ (productos gaseosos como NOs, N2, CO; y H,0) (2)
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Nanoparticulas
luminiscentes

Figura 4. Sintesis de NPs de GAG por el método de combustion.

2.2 Recubrimiento de las nanoparticulas de GAG con SiO2 mesoporoso

El recubrimiento de las NPs de GAG con SiO; fue llevado a cabo con el proceso Stéber, con el fin de
disminuir la citotoxicidad de las NPs. Primero, las NPs fueron dispersadas ultrasénicamente con una punta
ultrasénica por 40 min en una solucién de 50 mL de una mezcla de agua destilada/ etanol (1:4 v/v).

Mientras tanto, 0.2 g de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) fueron disueltos y agitados (500 rpm)
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durante 40 min en una solucién de 70 mL de una mezcla de agua destilada/ etanol (1:4 v/v). Luego, ambas
soluciones fueron mezcladas y agitadas (500 rpm) por 30 min seguido por una dispersién ultrasdnica
durante 30 min. Entonces, 110 pL de tetraetil ortosilicato (TEOS) fue afiadido gota a gota lentamente y fue
agitado por 4 h (500 rpm), seguido por un proceso de centrifugacion (5500 rpm) y lavado con etanol en 3
ocasiones. Posteriormente el material fue secado toda la noche a 90 °C. El material fue calentado a 550 °C

para eliminar las especies organicas que pudiesen estar en la superficie.

2.3 Funcionalizacion de GAG@SiO2. con APTMS

La funcionalizacién de las NPs de GAG@SiO, con (3-aminopropil) trimetoxisilano (APTMS) se realizo para
tener grupos amino primarios en la superficie de las NPs. Primeramente, las NPs de GAG@SiO, fueron
dispersadas ultrasénicamente por 10 min en una solucidn de 60 mL de una mezcla de agua
destilada/etanol (1:4 v/v). En seguida, 90 puL de APTMS fueron afiadidas gota a gota cuidadosamente a la
solucidn de las NPs, seguido por una agitacién de 24 h. Después se lavé la solucidn resultante con etanol

en 4 ocasiones. Para retirar el solvente, las NPs fueron puestas en un horno a 90°C.

2.4 Funcionalizacion de GAG@SiO2@APTMS con acido folico

La funcionalizacion de las NPs de GAG@SiO,@APTMS con dacido félico fue llevada a cabo con la activacién
de los grupos aminos del APTMS con 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y N-
hidroxisuccimida (NHS). Primero, 0.165 g de acido félico fueron disueltos en 10 mL de dimetilsulféxido
(DMSO) y agitados por 30 min en condiciones de oscuridad. Mientras tanto, una solucion de EDC (50 mM)
y NHS (100 mM) en 1 mL de DMSO fueron preparados en recipientes separados. Ambas soluciones fueron
rapidamente afiadidas a la solucién de acido félico y agitadas por 4 h. Después de ese tiempo, una solucién
de 0.25 g de NPs de GAG@SiO,@APTMS en 50 mL de PBS fue afiadido a la solucién de acido fdlico y
entonces mezcladas apropiadamente por 24 h en condiciones de oscuridad. La solucién obtenida fue
lavada y centrifugada con agua destilada 4 veces y una quinta ocasién con etanol. En la figura 5 se muestra

el recubrimiento y funcionalizacién de las NPs de GAG es mostrado a continuacion.
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Figura 5. Representacion de las diferentes etapas del recubrimiento y funcionalizacion de las NPs de GAG.

2.5 Caracterizacion de las NPs

2.5.1 Estudio estructural

La estructura cristalina de las NPs de GAG fue analizada usando un equipo de Philips X'pert, con una sonda
de Cu y con radiacién Ka en 0.15406 nm. Escaneado sobre un rango de 26 de 20-80°. El tamafio de los
nanocristales fue calculado con la ecuacién de Scherrer (ecuacién 3), usando la anchura a media altura

(FWHM).

_ 0941
a [ cosB

(3)

Donde D = tamafio del cristal, A = longitud de onda de la radiacién ionizante, 8 = angulo de difracciony

B = FWHM de la difraccion del pico.
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2.5.2 Microscopia electronica de transmision de alta resolucion

La morfologia y la distribucidon de los tamainos de las NPs de GAG fue analizado con un microscopio
electrénico de transmisién, operando a un voltaje de aceleracién de 200 kV. Las muestras fueron
dispersadas en isopropanol durante 10 minutos con una punta ultrasdnica y puestas pocas gotas en una

gradilla de cobre.

2.5.3 Analisis de potencial Z

El potencial Z de las NPs de GAG fue llevado a cabo con un equipo Microtrac Nanotrac Wave Il en medio
acuoso. Las NPs previo al andlisis fueron sometidas a ultrasonido durante 10 min a una concentracién de

0.6 mg/mL.

2.5.4 Espectroscopia de infrarrojo

El analisis de espectroscopia de infrarrojo de las NPs con diferentes grupos funcionales en su

superficie fue llevado a cabo con un espectroscopio de infrarrojo Thermo Scientific, Nicolet 6700.

2.5.5 Estudios de fotoluminiscencia y rendimiento cudntico

Los espectros de emisién y de excitacion de las NPs fue estudiado con un espectrofotémetro de
fluorescencia (Hitachi F-7000) usando una ldmpara de arco de Xendn. El rendimiento cuantico fue medido
usando una esfera de integracidn con silicato de sodio (con un rendimiento cuantico de 44 %) como

referencia estandar.
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2.5.6 Estudios magnéticos

Las mediciones de magnetizacidn fueron llevadas a cabo usando un dispositivo de interferencia cudntica

superconductor (SQUIT, 3T) a temperatura ambiente.

2.6 Cultivo celular

Se utilizé la linea celular de cancer de mama humano (MDA-MB-231), la cual fue adquirida de American
Type Culture Collection (ATCC). El medio de cultivo utilizado fue RPMI-1640 suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en inglés), 1% de penicilina streptomycin, 1% de aminoacido L-

glutamina y 1.5 g/L de bicarbonato de sodio.

Para asegurar el adecuado crecimiento celular se verificd que las cajas Petri estuviesen cerradas, la

temperatura de incubacion fuese de 37°C en una atmdsfera himeda con 5% de CO..

2.6.1 Tripsinizacion de las células de cancer de mama MIDA-MB-231

La tripsinizacion es el proceso utilizado en cultivos celulares para separar las células que estan adheridas
a la caja Petri usando tripsina, una enzima proteolitica que degrada las proteinas de adhesién. Lo primero
que se hace es retirar el medio de cultivo y lavar las células con un buffer de fosfato salino (PBS). Enseguida
se agrega tripsina a la caja Petri con células y de inmediato se meten en una incubadora durante unos 5
minutos. Entonces se agrega PBS y medio de cultivo para centrifugar las células a 1250 rpm. En este punto
se realiza un conteo celular para asegurar que en cada pozo halla aproximadamente 10,000 células. Para

realizar el conteo celular, se utiliza una cdmara de Neubauer y la ecuacion 4.

Finalmente, se re-suspenden las células en medio de cultivo y se colocan en una caja de 96 pozos durante

24 horas en una incubadora.

# células = (promedio de células por cuadrante)*(dilucion)*(10,000)*(vol. total) (4)



14

2.7 Ensayo de viabilidad celular por la reduccion de MTT

El estudio de la citotoxicidad de las NPs en las células de cdncer de mama MDA-MB-231 se realizé mediante
un ensayo colorimétrico basado en la reduccién del compuesto MTT (bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-
2,5-difeniltetrazolico). Se evalud la citotoxicidad de las NPs de GAG, NPs de GAG@SiO,, NPs de
GAG@SiO,@APTMS y las NPs de GAG@SiO2@APTMS@A.F.

Se prepararon soluciones de cada una de las NPs arriba mencionadas, a una concentracion de 1 mg/mL, a

partir de la cual se realizan diluciones sucesivas en tubos de 1.5 mL de acuerdo con la tabla 1.

Tabla 1. Diluciones sucesivas de NPs en medio de cultivo.

Tubo NPs [ug/mL] Vol. de la sol. Vol. de mediode  Masa (pg/tubo)
Previa [uL] cultivo [uL]
1 100 10 90 10
2 10 10 90 1
3 1 10 90 0.1
4 0.1 10 90 0.01
5 0.001 10 90 0.001

Posteriormente se prepard una solucion con un volumen total de 350 ulL, donde 35 pL son de la soluciéon
de NPs previamente preparadas y 315ulL del medio de cultivo. En seguida, se agregaron 100 uL de estas
soluciones a 3 pozos con 10,000 células de cancer de mama MDA-MB-231 (100 pL/pozo), con el fin de
tener un triplicado de cada dato. Las células se incubaron con las NPs durante 24 h a 37 °Cy 5% de CO.,.

Ademas, se tomd un control positivo en medio de cultivo y un control negativo en DMSO (figura 6).
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Figura 6. Placa de 96 pozos con 10,000 células aproximadamente por pozo. Células de cancer tratadas con NPs a
diferentes concentraciones. Adicionalmente se indican 3 pozos destinados a un control positivo y 3 pozos para un
control negativo.

Transcurridas las 24 h, las células se lavaron con buffer de PBS con un pH de 7.4, 3 veces con el fin de
eliminar las NPs que no se unieron a las células. Después, se agregan 90 pL de medio RPMI-1640 y 10 pL

de MTT (Sigma-Aldrich, EUA) y se incuba la placa por 4 ha 37 °Cy 5% de CO,.

Después del proceso previamente descrito, el reactivo MTT es internalizado por las células y en caso de
que las células estén vivas, el reactivo es reducido por la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial a
formazan, el cual forma cristales insolubles de color morado. Posteriormente se agregan 100 plL de
isopropanol a cada pozo de la caja de cultivo, para solubilizar los cristales de formazan y se incuba por 30
min a temperatura ambiente en obscuridad. Una vez que los cristales se han solubilizado, estas soluciones
absorben entre 500 y 600 nm. De esta forma se puede cuantificar la cantidad de formazan en un sistema
y por ende relacionarlo proporcionalmente con el nimero de células vivas. En la figura 7 muestra una placa
con 96 pozos que han sido tratados con MTT, sin embargo, solo las columnas que tienen un color morado
fuerte, el MTT ha sido transformado a formazan en iso-propanol. Adicionalmente el color morado intenso
indica que las células estan vivas en una alta proporcién. Finalmente, la citotoxicidad de las NPs se evalud

midiendo la absorbancia con un lector de placas ELISA (Thermo Scientific, E.U.A.) a 570 nm y 690 nm.
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Reactivo disuelto
adecuadamente

Figura 7. Pozos con células y NPs tratadas con MTT disueltas en iso-propanol. En las 3 columnas (de derecha a
izquierda) el MTT ha sido apropiadamente disuelto, las demdas contienen MTT pero no esta disuelto apropiadamente.

2.8 Ensayo de internalizacion de nanoparticulas

2.8.1 Medicién de la internalizaciéon de NPs por citometria de flujo

Para determinar si las NPs eran internalizadas por las células de cancer de mama MDA-MB-231, se midi6
la fluorescencia emitida por las NPs mediante citometria de flujo. Se incubaron 400,000 células MDA-MB-
231 en presencia de 1 mg/mL de las NPs con FA por 24 h a 37 °C y 5% de CO,. Posteriormente, las
células fueron tripzinizadas y resuspendidas en 1 mL de PBS para ser evaluadas por citometria de
flujo en un citdmetro Attune NxT con los siguientes parametros FSC= 470, SSC=425, BL1, Ex/Em
=492/517 nm. Y capturando un minimo de 30,000 eventos por muestra. Se utilizé6 como control

negativo células MDA-MB-231 sin tratamiento.

2.8.2 Visualizacidn de la internalizacidon de las NPs mediante microscopia confocal

La visualizacidon de la internalizacion de las NPs, se realizo cultivando 400,000 células MDA-MB-231 por 24
ha 37 °Cy 5% de CO; en una caja de Petri sensibilizada con Poly-D-lisina (MatTek Co.). Posteriormente, se
incubaron las células de cancer de mama con 1 mg/mL de las NPs de GAG@SiO,@APTMS@A.F. por 24 h a
37 °Cy 5% de CO,. Una vez concluido este tiempo se lavaron las células y se fijaron por 10 minutos a 4 °C

con 10 mL de solucidn de fijacidn (4% de formaldehido en PBS), para después permeabilizadas por 10
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minutos a 4 °C con 10 mL de solucidn de permeabilizacion (0.5% Triton X-100 en PBS). El material nuclear
fue tefiido con DAPI (0.5 ng/mL) por 10 minutos en obscuridad. Posteriormente, las células se lavaron 10

veces con 1 mL de PBS y se almacenaron a 4°C en oscuridad hasta su visualizacién.

Las células se visualizaron con un microscopio confocal invertido (Olympus FluoView, FV1000, Japdn),
equipado con una laser de argdn. Se visualizd el ADN del nucleo celular, utilizando un filtro 405 con una
longitud de onda de excitacidon de 365 nm y con un detector de emisién de 390-400 nm. Para visualizar la
membrana plasmatica se utilizé un filtro 488 con una longitud de onda de excitacién de 515 nm y con un
detector de emisién en 640 nm. Las NPs de GAG funcionalizadas con acido félico fueron visualizadas con
un filtro 488 con una longitud de onda de excitacidn de 450 nm y con un detector de emisidn en 550 nm.
Se utilizd un objetivo de inmersidén acromatico 60x/1.48 N.A. La intensidad del ldser se mantuvo al 20%
para reducir el fotoblanqueo. Un fotomultiplicador permite la visualizacion simultanea de la fluorescencia
en la célula entera. Las imagenes obtenidas fueron capturadas con el programa FV-10 ASW y analizadas

con el programa FV-10ASW en la version 04.02.03.06.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Sintesis de nanoparticulas de GAG

Las NPs de GAG fueron sintetizadas por el método de sol-gel y combustién. Se encontré que las NPs
sintetizadas por el método de combustién tienen una morfologia definida, mientras que las NPs
sintetizadas por el método de sol-gel no la tienen. Los estudios de la morfologia y de la estructura de las

NPs fueron llevados a cabo con difraccién de rayos x de polvos y con TEM.

3.2 Caracteristicas estructurales

Para estudiar la estructura cristalina de las NPs se empled un andlisis de DRX. Se encontrd que los picos
obtenidos de las NPs, los cuales corresponden a planos cristalograficos de la estructura cristalina de las
NPs GAG, estdn de acuerdo con el patrén de difraccion estandar de polvos de GAG, el documento JCPDS-
32-0383 (figura 8). Entonces, la relacion entre los patrones de difraccién revela la presencia de una
estructura cristalina cubica centrada en el cuerpo. Adicionalmente, se observan picos que corresponden a
la fase secundaria GdAIOs (indicados con un *). Por otro lado, el valor calculado de la longitud axial de la
celda primitiva de las NPs de Gd,.ssAls012:Ceo0z fue a= 4.28 Am vy el tamafio de cristal calculado con la

ecuacion de Scherrer es de 25.93 nm.
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Figura 8. Patron de difraccidn de rayos-X de las NPs de GAG sintetizadas por diferentes métodos.
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3.3 Estudio de la morfologia de las NPs

La microscopia electrénica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) permitié estudiar la morfologia,
el tamafio promedio de las NPs y el grosor de la superficie modificada con SiO, de las NPs de GAG:Ce*. En
las figuras 9 a-d se muestran las micrografias de TEM de las NPs de GAG desnudas (sin ninguna
modificacién), cuya morfologia es irregular, lo cual es caracteristico del método de sintesis por
combustién. El tamafio promedio de las NPs es de alrededor 70 nm como se puede ver en el histograma

de la figura 10, la cual se obtuvo al analizar 80 imagenes y mas de 180 NPs.

Figura 9. a-d) Micrografias de TEM de las NPs de GAG con diferentes aumentos.
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Figura 10. Distribucidn de tamafios en funcién del diametro de las NPs.

En la figura 11 se puede observar el recubrimiento de las NPs con SiO,, la cual muestra un recubrimiento
uniforme. El grosor promedio del recubrimiento de SiO; es de 12 nm, resultado que fue obtenido al

analizar 50 imagenes y mds de 150 NPs.

Figura 11. Imagenes de TEM de las NPs de GAG@SiO..
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Adicionalmente, las micrografias electrénicas de transmisidén de las NPs de GAG@SiO,@APTMS@A.F.
muestran un ligero aumento en aglomeracidon consecuencia de la funcionalizacidn con especies organicas

(figura 12), teniendo aglomerados con un tamafio de promedio de 150 nm.

Figura 12. Imagenes de TEM de las NPs de GAG@SiO@APTMS@A.F.

3.4 Espectroscopia de infrarrojo

Los espectros de infrarrojo (figura 13) permiten identificar los grupos funcionales y enlaces entre dtomos
en la superficie de materiales. En la tabla 2 se indican las sefiales asociados a grupos caracteristicos dentro
de las NPs. Asi pues, para las NPs de GAG (y en este caso, todas las muestras) las sefiales alrededor de 555
cm™y 690 cm™ confirman la presencia de enlaces entre los dtomos de Gd y Al con los dtomos de Oxigeno
dentro de la estructura granate. Con respecto a las NPs de GAG@SIO,, el pico de absorcion alrededor de
1060 cm*demuestra la formacidn de enlaces tipo Si-O-X (X = Al, Gd, Ce y C). La presencia de grupos amino
primarios en las NPs de GAG@SiO.@APTMS se comprueba con la presencia de los picos centrados en 1640
cmly 1981 cm™. Finalmente, las sefiales alrededor de 1513 cm™y 1609 cm™ son caracteristicas de grupos
aromaticos, los cuales solo estan presentes en las NPs de GAG@SiO,;@APTMS@A.F. pues el acido fdlico

tiene grupos aromaticos en su estructura quimica.



Tabla 2. Tabla de asignacidn de grupos funcionales de las NPs.

No.
Absorcion .
de Grupo M1 M2 M3 M4 Referencia
. (cm™)
pico
1 555 Gd-O + Jain e Hirata, 2016
2 690 Al-O + Naik et al., 2015
3 1060 Si-O-X - + + + Asakura R. et al., 2006
(X=Al, Gd,
Cey()
4 1392 (CO3)* + + - - Jainetal., 2016
5 1513 Anillos - - - + J. M. Shen et al., 2012
aromaticos
6 1609 Anillos - - - + J. M. Shen et al., 2012
aromaticos
7 1632 Delta-H,0O + + - - Jainetal., 2016
8 1640 -NH, - - - Asakura R., et al. 2006
9 1981 -NH, - - - Asakura R., et al. 2006
10 2353 -CO; + + - - Jainetal., 2016
11 2930 Delta-CH; + - - - Jainetal., 2016
12 3430 -OH + + - - Jainetal., 2016
M1 | NPs GAG
140 - —_— M1 M2 | NPs GAG@SiO,
—_— mz M3 | NPs GAG@Si0,@APTMS
—~ 120 : Mi M4 | NPs GAG@SiO,@APTMS @A.F.
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Figura 13. Espectros de infrarrojo de las NPs de GAG con diferentes superficies quimicas.



3.5 Espectroscopia de UV visible

Con el objetivo de identificar la presencia de especies organicas en la superficie de las NPs de GAG a través

de transiciones electrdnicas se uso la técnica de espectroscopia de UV visible. El espectro de absorcion de
las NPs de GAG y el espectro de absorcién del acido félico en solucidn acuosa se muestra en la figura 14.
Los espectros de absorcién de las NPs de GAG (M1), GAG@SiO; (M2) y GAG@SiO,@APTMS (M3) no
muestran ninguna transicién electrénica en los espectros de UV visible en medio acuoso. Las NPs de
GAG@SiO,@APTMS@A.F. muestran dos picos de absorcién, un pico bien definido a 279 nm y una curva
centrada en 362 nm, mientras que el espectro de absorcién del dcido félico tiene una banda bien definido
a 283 nm y una banda centrada a 364 nm. De esta forma se comprueba la presencia de acido félico en las

NPs de GAG. Adicionalmente, con los estudios de espectroscopia de UV visible se determiné que hay 44.8

mg de acido fdlico por cada gramo de NPs.

1
I 2
3
I 4

1.2

Figura 14. Espectros de absorcién de las NPs de GAG y del acido félico en solucidén acuosa.

M1

NPs GAG

M2

NPs GAG@Si0,

B AF.

M3

NPs GAG@SiO,@APTMS

M4

NPs GAG@SiO,@APTMS @A.F.
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3.6 Potencial Z

Se investigo la estabilidad coloidal NPs de GAG a través de la técnica de potencial zeta. En la figura 15 se
muestra la carga negativa superficial de las NPs, donde las de NPs de GAG desnudas tienen una potencial
zeta promedio con un valor de -27.7 mV. El valor del potencial zeta promedio de las NPs de GAG@SiO,,
GAG@SiO,@APTMS y GAG@SiO;@APTMS@A.F. es -17.4 mV, -19.1 mV y -20.2 mV, respectivamente. El
incremento del potencial zeta de las NPs una vez modificadas con silice confirma la exitosa modificacion
de las NPs de GAG, pues mayores valores de potencial zeta describen que la intensidad de campo eléctrico

estdtico de la capa de iones formados alrededor de las NPs es mds estable.

M1 | NPs GAG

M2 | NPs GAG@SIO,
=40 - M3 | NPs GAG@SiO,@APTMS

M4 | NPs GAG@SiO,@APTMS @A.F.

-35 4

=304

Potencial Zeta (mV)

Figura 15. Potencial Z de diferentes NPs de GAG en solucidn acuosa.

3.7 Estudios de fotoluminiscencia

3.7.1 Nanoparticulas de YAG, YAGG y GAG

Los estudios preliminares para la obtencion de NPs luminiscentes/magnéticas se basaron en el incremento
del contenido de Gd en las NPs de YAG sintetizadas por el método de combustidn, y posteriormente,

estudiando los efectos en las propiedades luminiscentes de las NPs. En la figura 16a se observa que al
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aumentar el contenido de Gd en las NPs de Y(2.92.9GdxAlsO12:Cegos la intensidad de luminiscencia
disminuye, ademas de que la longitud de onda de emisidn se desplaza a mayores longitudes de onda. Los
espectros de emisién normalizada de NPs de YAG, YAGG y GAG dopadas con cerio (figura 16b) muestran
que al aumentar el contenido de Gd en la red hospedera de YAG de forma parcial o total, la longitud de
onda de emisidn se desplaza a mayores valores de longitud de onda (explicaciéon en la discusiéon de
resultados). Asi hay un desplazamiento de 41 nm entre el pico maximo de emision de las NPs de YAG y las
NPs de GAG dopadas con cerio. Debido a las propiedades fisicoquimicas convenientes de las NPs de GAG

para aplicaciones biolégicas, estas fueron escogidas para realizar los estudios posteriores.
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Figura 16. a) Espectros de excitacidon y de emision de Y(2.92xGdxAls012:Ceo.0sy b) espectros de emisién normalizada
de YAG, YAGG y GAG con un 2% de cerio.

3.7.2 Nanoparticulas de GAG sintetizadas por diferentes métodos

Para elegir el método de sintesis mas apropiado se estudiaron las propiedades luminiscentes vy
morfoldgicas de las NPs de GAG sintetizadas por el método de combustion y sol-gel. Se encontré que la
intensidad de luminiscencia de las NPs sintetizadas por el método combustidon son un 28% superior
respecto a la intensidad de las NPs sintetizadas por el método de sol-gel, probablemente por un mayor
numero de defectos en su superficie. Se encontré que el rendimiento cudntico de las NPs de GAG
sintetizados por ambos métodos es de alrededor del 32%. Adicionalmente, la morfologia de las NPs de
GAG sintetizadas por el método de combustion es definida, mientras que la morfologia de las NPs

sintetizadas por el método de sol-gel no la tienen y ademas tienen un grado alto de aglomeracion (figura



a)

26

17b-e). Por estos resultados, los estudios posteriores se realizaron con las NPs sintetizadas por el método

de combustion.

450+ —— Combustién
400 ——Sol gel

350
300
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Intensidad (u.a.)

Figura 17. a) Espectros de excitacién y de emisidn de NPs de GAG sintetizadas por el método de combustion y de sol-
gel, b) y c) imagenes de TEM de NPs de GAG sintetizadas por sol gel, d) y e) NPs de GAG sintetizadas por combustién.

3.7.3 Concentracion optima de dopaje

La concentracion de dopaje de cerio fue variada del 1% al 8% en las NPs de GAG con el fin de identificar la muestra
con los mas altos valores de intensidad de luminiscencia y rendimiento cuantico. En la figura 18a se muestra la
intensidad de emisién de luminiscencia normalizada en funciéon de la concentracion de dopaje de cerio. La

concentracién del 2% de cerio muestra el mas alto valor de intensidad de luminiscencia.

Por otro lado, el rendimiento cuantico de un material se refiere a la relacién entre el nUmero de fotones emitidos y
el nimero de fotones absorbidos (ecuaciéon 5). El rendimiento cuantico en las NPs de GAG es dependiente de la
concentracion de cerio. Asi, la concentracion optima de dopaje de cerio en las NPs de GAG es de 2%, con un valor

correspondiente al 32.81% como se puede ver en la figura 18b.

# de fotones emitidos

T #de fotones absorbidos
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Figura 18. a) Intensidad de luminiscencia normalizada de NPs de GAG en funcién de la concentracion de dopaje de
cerio y b) rendimientos cuanticos de NPs de GAG.

3.7.4 Cambio en la intensidad de luminiscencia por funcionalizaciéon

Se investigaron los cambios en la intensidad de luminiscencia de las NP de GAG con diferentes superficies
guimicas con las mismas cantidades de material. La intensidad de luminiscencia disminuye cada vez que
las NPs de GAG son recubiertas o funcionalizadas (figura 19). A pesar de que la intensidad de luminiscencia
de las NPs de GAG funcionalizadas con acido félico es menor que las NPs de GAG, ésta fue suficiente para

ser detectada por microscopia confocal.
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Figura 19. Cambios en la intensidad de luminiscencia de las NPs de GAG después de las diferentes funcionalizaciones.
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3.8 Estudio de las propiedades magnéticas de las NPs

Las graficas del magnetémetro de muestra vibrante (VSM, por sus siglas en inglés) permiten estudiar el
comportamiento magnético de los materiales. Las graficas VSM de las NPs de GAG analizadas a

temperatura ambiente se muestran en la figura 20.
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Figura 20. Curva de magnetizacién (M)- campo magnético (H) de las NPs de GAG.

Adicionalmente, en la figura 21, se observa que el valor de la susceptibilidad magnética de las NPs de GAG
disminuye cuando son recubiertas con SiO,. Sin embargo, el valor de la susceptibilidad magnética aumenta
cuando las NPs son funcionalizadas con 4cido fdlico. Los valores de susceptibilidad magnética se muestran

en la tabla 4.

i M1 | NPsGAG
1.5 -
——m1 M2 | NPs GAG@SiO,
’ s—M2 m3 | NPs Gac@sio,@APTMS
1.0 —— M4
M4 | NPs GAG@Si0,@APTMS @AF.

T T T T T 1
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Figura 21. Valores de la susceptibilidad magnética dependientes de la cantidad de cerio.



29
Tabla 3. Volores de susceptibilidad magnéticas de NPs de GAG.

NP M1 M2 M4
X,(emu/g0e) 8.78x10>  1.04x10* 9.61x10°

3.9 Estudios de viabilidad celular

Los estudios colorimétricos de viabilidad celular se realizaron a través de la reduccion del reactivo MTT a
formazan. Cuando las células estdn muertas, no son capaces de reducir quimicamente al MTT debido a
gue metabdlicamente no son activas, por lo que la coloraciéon del sistema bajo estudio no cambia (como
consecuencia su absorbancia es baja). Bajo este principio, se realizaron los estudios de viabilidad en células
de cédncer de mama (MDA-MD-231) con NPs de GAG a diferentes concentraciones (figura 22).
Demostrando que las NPs de GAG no son citotéxicas incluso a concentraciones altas (a excepcion de las

NPs de GAG desnudas que son ligeramente citotdxicas).

1501

100

504

Viabilidad (%)

0 0.001 0.01 0.1 1 10 100

Concentracién (mg/mL)

Figura 22. Viabilidad celular de células de cancer de mama MDA-MB-231 en presencia de diferentes concentraciones
de NPs de GAG.
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3.10 Internalizacion intracelular de las NPs de GAG

La captacion celular de las NPs de GAG funcionalizadas con acido félico en las células de cdncer MDA-MB-
231 se determiné mediante citometria de flujo (figura 23). Comparado la intensidad de fluorescencia del
control y de las células de cancer de mama con las NPs de GAG, se observa un remarcado incremento en

la intensidad de fluorescencia.
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Figura 23. a) Curva de citometria de flujo de las células de cancer de mama MDA-MB-231 tratadas con NPs de GAG.
La curva de color negro representa el control y la curva de color verde es la intensidad de luminiscencia de las células
de cancer de mama incubadas con las NPs de GAG con acido félico y b) histogramas de citometria de flujo de las
células de cancer de mama sin y con NPs de GAG que indican la intensidad relativa de la luminiscencia de cada grupo.
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3.11 Estudios de internalizacion de NPs por microscopia confocal

Los estudios de microscopia confocal pueden identificar materiales luminiscentes en el citoplasma o en la
membrana de un determinado tipo de célula. De esta forma se puede estudiar la morfologia de algun
componente celular (como los organelos), asi como estudiar fendmenos como la internalizaciéon de
materiales luminiscentes. Asi pues, en las imagenes de microscopia confocal de las células de cancer de
mama MDA-MB-231 de la figura 24, se observa el nicleo marcado con DAPI (C16H15N5s), el cual atraviesa la
membrana celular e interacciona con regiones ricas en adenina y timina del ADN en el nucleo celular.
También se observa la luminiscencia de las NPs de GAG funcionalizadas con acido félico que emiten en

verde.

DAPI-Células NPs de GAG@A.F. MERGE

Figura 24. Se observan las imagenes del microscopio confocal de las células de cancer de mama MDA-MB-231, con
diferentes moléculas y materiales luminiscentes, sefialados en la parte superior de cada imagen.

Adicionalmente, con el analisis de otro campo, se observd la formacion de vesiculas de diferentes tamafios
en el interior de las células de cdncer debido a la internalizacién de las NPs a través de endocitosis mediada
por receptores, la formacién de vesiculas de gran tamano se debe probablemente a que las NPs estaban
aglomeradas (con tamafos de alrededor de 150 nm, determinado por TEM), como se puede ver en la

figura 25.
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DAPI-Células NPs de GAG@A.F. MERGE

Figura 25. Se observa la formacidn de vesiculas en el interior de las células de cdncer MDA-MB-231, como se indica
con los circulos y flechas color rojo.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Sintesis de nanoparticulas de GAG

Las NPs de GAG fueron sintetizadas por el método de combustién y sol-gel. En la sintesis por combustion,
una vez que los nitratos en solucién acuosa han sido mezclados adecuadamente, la solucién se calienta en
un horno industrial, donde las reacciones exotérmicas entre los diferentes nitratos metalicos y el
combustible (carbohidrazida) comienzan a una temperatura de alrededor de 500 °C, temperatura a la cual
se libera una gran cantidad de gases (Sengar et al., 2016). Sin embargo, el material, resultado de este
procedimiento, no es cristalino, por lo que se les da un tratamiento térmico a temperaturas elevadas. Se
ha demostrado que para tener particulas cerdmicas altamente cristalinas con una estructura cristalina tipo
granate, son necesarios tratamientos térmicos con temperaturas superiores a 900 °C. Sin embargo, en el
caso de las NPs de GAG, el tratamiento térmico debe tener algunas consideraciones antes de su
realizacién, ya que los dtomos de Gd* tienen un tamafio atdmico que estd al limite para obtener
materiales tipo LnsAlsO1; termodinamica y estructuralmente estables (J.-G. Li y Sakka, 2015). Como
consecuencia, temperaturas de tratamiento térmico superiores a 1100 °C provocarian el colapso de la
estructura cristalina y, como resultado pobres propiedades luminiscentes. Alternativamente, se pueden
dopar los materiales de GAG con estabilizadores estructurales como el lutecio, sin embargo, este material
es costoso y el aumento en las propiedades fisicoquimicas no es significativo. Por lo que a una temperatura
de tratamiento térmico a 1100 °C es suficiente para obtener un material cristalino, como se comprobd en

este trabajo.

Con respecto a la sintesis de las NPs de GAG por el método de sol-gel se usé acido tartarico como agente
quelante, donde las NPs recibieron un tratamiento térmico a 1100 °C por 3 h para mejorar la cristalinidad
de las muestras. Sin embargo, las propiedades luminiscentes y estructurales son pobres, por lo que es
necesario optimizar los pardmetros de sintesis. De esta forma, las NPs sintetizadas por el método de
combustidn fueron elegidas para realizar los estudios fisicoquimicos y biolégicos debido a que presentan

una mejor estructura y propiedades luminiscentes que las NPs sintetizadas por el método de sol-gel.
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4.2 Caracterizacion estructural y morfologicas de las nanoparticulas de GAG

Las NPs de GAG cristalizan con una estructura cristalina cubica centrada en el cuerpo (bcc, por sus siglas
en inglés) con el grupo espacial Ia3d. La celda clbica primitiva de la estructura bcc de las NPs de GAG
contienen 160 dtomos, donde los dtomos de Gd>* ocupan los sitios 24c, los cuales tienen una simetria D,
con un numero de coordinacién igual a 8 (el numero de coordinacién es el nimero de atomos que un
atomo o ion central mantienen como sus vecinos cercanos en un cristal) y los atomos de oxigeno ocupan
los sitios 96h. Los atomos de Al ocupan dos posiciones no equivalentes: 1) el sitio 16a con una simetria
puntual octaédrica con un niumero de coordinacién igual a 6. 2) Los sitios 24d con una simetria puntual

tetragonal con un nimero de coordinacion igual a 4 (J.-G. Li y Sakka, 2015).

Los patrones de difraccion obtenido de las NPs de GAG sintetizadas por el método de combustidn y de sol-
gel estan de acuerdo con la informacidn obtenida del patrén estandar de GAG, el documento JCPDS-32-
0383. Con lo que se confirma una fase cristalina cubica. Adicionalmente, algunas fases secundarias como
GdAIOs; son detectadas en los patrones obtenidos de las NPs sintetizadas. Sin embargo, la presencia de
fases secundarias no presenta ningin cambio en los espectros de emision y de excitacion de materiales

con una red cristalina de LnsAlsO1, (V.P. Dotsenko et al., 2015).

Con respecto a la caracterizacion morfoldgica de las NPs sintetizadas por el método sol-gel no presentaron
una morfologia definida, por lo que, si se desea utilizar este método, serd necesario optimizar los
pardmetros de sintesis para obtener mejores resultados. Por otro lado, las NPs de GAG sintetizadas por el
método de combustidn tienen un alto grado de cristalinidad, lo cual fue confirmado con la microscopia
electrénica de transmision de alta resolucion (high-resolution TEM, por sus siglas en inglés). Ademas, se
revela que las NPs de GAG funcionalizadas con acido félico tienen un tamafno promedio de 150 nm, que
corresponden a aglomerados de NPs. Para aplicaciones de bio-imagen, el tamafo de las NPs define la
habilidad para ser empleado como bioetiquetador. El resultado del tamafio promedio de los aglomerados
de las NPs GAG funcionalizadas con acido félico sugiere que pueden ser empleadas como bioetiquetadores

para células de cancer (J.-M. Shen et al., 2012; Tagaya et al., 2014).

Las micrografias de las NPs de GAG@SiO, muestran un exitoso y uniforme recubrimiento. Sin embargo, a
consecuencia del recubrimiento con silice, hay un ligero aumento de aglomeraciéon de las NPs. Las
micrografias de las NPs de GAG funcionalizadas con acido félico muestran la formacién de aglomerados

de NPs de un tamafio aproximado de 150 nm.
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4.3 Andlisis de microscopia infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

La superficie quimica de las NPs desnudas y modificadas fue analizado con FTIR. Los picos de absorciéon
con su correspondiente grupo funcional estan listados en la tabla 2. La absorcidn caracteristica de los
oxidos de gadolinio y las interacciones aluminio-oxigeno fueron detectadas a 565 cm™ y 690 cm®,
respectivamente. El pico de absorcién centrado en 1392 cm™ corresponde al grupo funcional (CO3)?%, el
cual puede ser debido a la descomposicidn incompleta de la carbohidrazida. Adicionalmente es posible
que sea por la adsorcion de especies carboneases (como CO,, el cual fue detectado en 2363 cm™) debido
a que las NPs fueron sintetizadas en condiciones acuosas. También se observa la presencia de grupos
hidroxilo en la superficie de las NPs desnudas y modificadas, las cuales se deben a las altas temperaturas
de tratamiento térmico. El pico de absorcidn en 1060 cm™ corresponde a la interaccién entre los &tomos
Si-O-X (donde X=Al, Y, Ce y C), los cuales estan presentes en M2, M3 y M4. Pues estas muestras tienen un
gran contenido de silice en su superficie. Las sefiales alrededor de 1640 cm™ y 1981 cm™ corresponden a
grupos amino primarios, los cuales se encuentran Unicamente en la M3 (debido a la presencia de APTMS).
Finalmente, en 1609 cm™y 1513 cm™ se detectan sefiales de grupos aromaticos, los cuales corresponden

al sistema aromatico de las moléculas de acido félico (solo presentes en la M4).

4.4 Analisis de espectroscopia de UV visible

El objetivo de usar el andlisis de espectroscopia de UV visible fue el de identificar grupos funcionales en la
superficie de las NPs para corroborar la informacién obtenida con las otras técnicas de caracterizacion
superficial previamente descritas. Los espectros de absorcion de las NPs de GAG, GAG@SiO,, vy
GAG@SiO,@APTMS no mostraron ninguna banda de absorcidon caracteristica, pues los grupos funcionales
en la superficie de estas NPs no presentan transiciones electronicas de 200 nm a 600 nm o bien, es
necesario otro medio para facilitar las transiciones electrénicas. Por otro lado, las NPs funcionalizadas con
acido félico presentan una banda de absorcién centrada en 279 nm, la cual es debido a la transicién T —
7" debido al anillo pterina (Rana et al., 2016). Sin embargo, un ligero desplazamiento es observado
comparando los espectros de absorcién de las NPs con acido fdlico y el acido fdlico puro en solucién, lo
cual indica una modificacién del ambiente electrénico del acido félico unido a las NPs. Entonces, la
presencia de las mismas bandas de absorcidn en los espectros del acido félico y las NPs de GAG

funcionalizadas con acido félico confirman la presencia de acido fdlico en la superficie de las NPs de GAG.
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4.5 Potencial Z

La estabilidad coloidal de las NPs de GAG con diferentes superficies quimicas fue estudiado a través de
mediciones de potencia zeta. El analisis reveld que las NPs de GAG tienen un valor de potencial zeta
promedio de -27.7 mV, lo cual indica una alta estabilidad coloidal en medio acuoso. El valor del potencial
zeta promedio de las NPs de GAG@SiO; es de -17.4 mV, valor cambia a valores mas negativos (y por ende
mas estables en solucidn) cuando estas NPs son funcionalizadas con APTMS a un valor de -19.1 mV. Asi
mismo, cuando las NPs que tienen APTMS en su superficie son funcionalizadas con acido félico, el valor
del potencial zeta incrementa a -20.2 mV. El alto potencial negativo de las NPs sugiere una dptima

estabilidad en solucién acuosa.

4.6 Estudio de las propiedades luminiscentes de las nanoparticulas de GAG

Se estudid las propiedades luminiscentes de las NPs de YAG, YAGG y GAG dopadas con cerio con el fin de
encontrar el material con la mejor relacion entre sus propiedades luminiscentes, magnéticas y
morfoldgicas. En los tres materiales estudiados, en el espectro de excitacion hay dos bandas, la banda de
mas alta energia corresponde a la transicion electrénica 4f(*F;)>5d(?B1g) y la otra banda corresponde a la
transicion electronica 4f(*F))>5d(?Az). El espectro de emisién, la transicion electrdnica correspondiente
es 5d(%A15) > 4f(’F)). Adicionalmente, se observa una pequefia banda en el espectro de emisién alrededor
de 706 nm en las NPs de GAG, y alrededor de 710 nm en las NPs de YAG y YAGG, la cual es atribuida a la
impureza de iones de Cr¥*provenientes del precursor Al(NOs)3'9H,0, cuya transicidn correspondiente es

2Eg = *Ayg (V.P. Dotsenko et al., 2015).

Por otro lado, a pesar de que las propiedades luminiscentes de las NPs de YAG:Ce son muy buenas, pues
poseen rendimientos cuanticos superiores al 32%, este material tiene pobres propiedades magnéticas.
Entonces, con el fin de mejorar las propiedades magnéticas de las NPs de YAG, se dopd a este material con
Gd, un material con propiedades paramagnéticas, el cual ocuparia el lugar del Y3* dentro de la estructura
garnet de las NPs. Sin embargo, las propiedades luminiscentes se vieron afectadas en este trabajo cuando
el porcentaje de dopaje de Gd en las NPs de YAG fue superior al 2%. En otros trabajos, como el de
Bartosiewicz (2017) se describe que el porcentaje dptimo de dopaje de Gd en YAG:Ce (para la obtencion
de YAGG) es del 1.75%, y con concentraciones superiores de dopaje de Gd, la intensidad de luminiscencia

disminuye, debido a la desestabilizacién de la estructura cristalina. Ademds, con la sustitucién parcial o
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total de Y con Gd en YAG, el espectro de emisidn se desplaza a mayores longitudes de onda, debido a que
los sitios dodecaédricos son expandidos y distorsionados, provocando una particién del campo cristalino
de la configuracidén electrénica 5d de los iones de Ce*. Debido a que desea tener un material con una
buena relacién entre las propiedades luminiscentes y magnéticas, se escogid a las NPs de GAG para realizar
los estudios, ya que su alto contenido de Gd estda directamente relacionado con las propiedades
magnéticas. Ademas, la longitud de onda de emision de las NPs de GAG estan a mayores longitudes de
onda con respecto a materiales como el YAG:Ce y el YAGG:Ce, lo hace un material ideal para aplicaciones

bioldgicas.

Se prosiguié a escoger entre el método de sintesis de combustion con carbohidrazida y el método de sol-
gel con acido tartarico como agente quelante de las NPs de GAG en funciéon de las propiedades
luminiscentes y morfoldgicas. Asi, se observd que tanto la intensidad de luminiscencia como las
caracteristicas morfoldgicas de las NPs de GAG sintetizadas por el método de combustién son mejores.
Entonces las NPs sintetizadas por el método de combustidn fueron elegidas para realizar los estudios

posteriores.

Una vez seleccionado el método combustién para la sintesis de las NPs de GAG, se optimizo la
concentracién de dopaje de cerio para obtener la maxima intensidad de luminiscencia. Se encontré que
con una concentracién de dopaje del 2% de cerio, la intensidad de luminiscencia y el rendimiento cuantico
son maximos (32.81%). A este porcentaje de dopaje, la distancia entre los iones de Ce dentro de la
estructura cristalina granate es dptima. Con concentraciones de dopaje inferiores, la distancia entre los
iones de Ce es de forma tal, que la excitacidon y emisidn de los iones de Ce adyacentes no interfieren uno
con el otro y asi se pueden seguir agregando iones de Ce a la estructura garnet. Sin embargo, con una
cantidad de iones de Ce superior a la dptima, ocurre un fenédmeno llamado concentracion de abatimiento
(quenching concentration), con lo cual, las propiedades luminiscentes de los iones adyacentes interfieren

entre si.

Finalmente, se estudié el cambio en la intensidad de luminiscencia de las NPs de GAG después de
recubrirlas con silice y funcionalizarlas con APTMS y acido félico. Se observd que después de cada
modificacién quimica la intensidad de luminiscencia disminuyd. La intensidad de luminiscencia de las NPs
de GAG@SiO; es aproximadamente un 18% inferior con respecto a las NPs de GAG, esto se debe a la
presencia de grupos hidroxilos en la superficie de las NPs de GAG@SiO,, pues los grupos hidroxilo unidos
qguimica o fisicamente a la superficie de las NPs tienen energias vibracionales altas, lo cual abate la

intensidad de luminiscencia de las NPs (Ansari, 2017). La disminucion en la intensidad de luminiscencia
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también es observada en las NPs de GAG@SiO,@APTMS. Esto es debido a que las NPs son modificadas
con especies organicas altamente polares, las cuales tienden a abatir la luminiscencia en un grado bajo
(Huong et al., 2016). Como consecuencia, se observa una disminucidn en la intensidad de luminiscencia.
Con respecto a las NPs de GAG@SiO2@APTMS@A.F. la intensidad de luminiscencia es inferior con
respecto a las demdas NPs, debido a la desactivacidon no radioactiva por las interacciones de apilamiento
T — 7 entre los anillos aromaticos de las moléculas de acido félico (Tagaya et al., 2014). Ademas de este
hecho, la presencia de grupos amino que se encuentran en los nanoporos y en la superficie de las NPs

abate aun mas la luminiscencia de las NPs de GAG@SiO.@APTMS@A.F.

4.7 Estudio de las propiedades magnéticas de las NPs de GAG

Las propiedades magnéticas de las NPs de GAG fueron obtenidas mediante VSM, lo cual reveld que las NPs
son paramagnéticas a temperatura ambiente. Los lantanidos, tales como el Gd, Tb, Dy y Ho tienen fuertes
propiedades paramagnéticas y altos valores de susceptibilidad magnética. En el caso particular de los
materiales que contienen Gd**, tales como las NPs de GAG, los electrones del orbital 4f son los
responsables de las propiedades paramagnéticas pues tienen 7 electrones desapareados. Los electrones
del orbital 4f estdn apantallados por los electrones de los orbitales 5s y 5p, por lo que no contribuyen a la

formacién de enlaces quimicos (Bulbul y Beyaz, 2016).

Como era de esperarse, el valor de la susceptibilidad magnética depende del contenido de gadolinio
dentro de las NPs de GAG. Se observé que incluso variaciones pequefias en su concentracién cambian los
valores de susceptibilidad magnética. Adicionalmente, se observé que el valor de la susceptibilidad

magnética aumentd cuando las NPs de GAG fueron funcionalizadas con acido félico.

4.8 Estudios biolagicos

4.8.1 Estudios de viabilidad celular

Se estudio la citotoxicidad de las NPs de GAG con diferentes superficies quimicas en las células de cancer

de mama MDA-MB-231. La citotoxicidad de NPs en células se debe a factores tales como la naturaleza
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quimica de la superficie del nanomaterial, a la composicién quimica del nanomaterial y a la estabilidad

coloidal en un medio especifico.

En los estudios de citotoxicidad in vitro, se considera que un material o sustancia es citotdxico cuando se
tienen viabilidades celulares inferiores al 80%. Como se discutird mas adelante, se demostrdé que las NPs

de GAG funcionalizadas con acido félico no son citotdxicas.

4.8.2 Analisis de la citotoxicidad de las NPs de GAG funcionalizadas

La alta citotoxicidad de las NPs de GAG desnudas en altas concentraciones es probablemente debido a la
difusion de las NPs en sus diferentes compontes atémicos, y como resultado la formacion de iones toxicos
de Gd*. Esto se puede deber al pH del medio de cultivo y al tiempo de incubacidn. La toxicidad del Gd**
como ion libre en el cuerpo humano no es conocida del todo, ya que puede formar complejos de
coordinacion con diferentes especies bioldgicas dentro del cuerpo humano y asi ser eliminado

rapidamente por excrecion renal con un bajo efecto toxico (Myrissa et al., 2017).

La citotoxicidad de las NPs de GAG@SiO, mostraron que incluso en altas concentraciones, la viabilidad
celular era de alrededor del 80%. No se sabe cudles son los mecanismos exactos de la citotoxicidad de la
silice en nanomateriales, sin embargo, se ha demostrado que este material puede generar en baja medida
especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que puede provocar la muerte celular. Adicionalmente, se sugiere
que factores como drea superficial BET, el tamafio y la forma, afectan en gran medida la citotoxicidad de
nanomateriales recubiertos con silice (Di Pasqua et al., 2008). Sin embargo, en este caso, las NPs de

GAG@SiO; no son citotdxicas para las células de cancer de mama.

Con respecto a la citotoxicidad de las NPs de GAG@SiO,@APTMS, se sabe que son ligeramente citotdxicas,
debido a la influencia de los grupos amino activos presentes en la superficie de las NPs. Se sabe que los
grupos amino (asi como los grupos carboxilicos) no son favorables para la proliferacién celular en altas
concentraciones, esto es por la fuerte interaccidon electrostatica entre la superficie negativa de las células

y la carga positiva de las NPs (M. Shen et al., 2012; Tagaya et al., 2014).



40

Finalmente se encontré que las NPs modificadas con acido félico no son citotdxicas, lo que sugiere una
adecuada funcionalizacidn con acido félico. Como resultado se sugiere su potencial aplicacién como

bioetiquetadores para células.

4.8.3 Internalizacion de las NPs de GAG funcionalizadas con acido folico

Muchos estudios han demostrado que la acumulacién de nanomateriales dentro de las células es uno de
los principales factores que influyen en la citotoxicidad de estos. Por ello es de interés cientifico estudiar
la acumulacién de nanomateriales luminiscentes en las células a través de técnicas como la microscopia
confocal citometria de flujo. Hay tres maneras principales para internalizar NPs en células: fagocitosis,
pinocitosis y endocitosis mediada por receptores. Dado que las NPs estan conjugadas con acido félico, se

asume que la internalizacion de las NPs es a través de endocitosis mediada por receptores.

Los resultados por microscopia confocal demuestran la presencia de vesiculas con NPs luminiscentes,
donde en el interior de estas hay NPs de GAG funcionalizadas con acido félico. Con estos resultados se
sugieres dos cosas: formacion de agregados de endosomas con una gran cantidad de NPs y que las NPs
dentro de estas vesiculas no se unen al nucleo celular, sino que permanecen en la regidn citoplasmatica.
Ademas, la integridad de la membrana celular no se ve comprometida cuando las NPs y las células estan

en contacto durante mas de 24 h.
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Capitulo 5. Conclusiones

En este trabajo, nosotros estudiamos las propiedades luminiscentes y magnéticas de las NPs de GAG:Ce
funcionalizadas con acido félico para ser usado como bioetiquetadores de células de cancer de mama
MDA-MB-231. Asi, se encontré que el rendimiento cudntico de las NPs de GAG:Ce sintetizadas por el
método de combustidn fue del 32.81%. Adicionalmente, con respecto a las propiedades luminiscentes, se
encontrdé que hay una disminucién de mas, del 50% en la intensidad de luminiscencia cuando las NPs se
funcionalizan con acido félico, sin embargo, la intensidad de luminiscencia fue lo suficientemente alta para
estudiar su internalizacidn en células de cancer. Por otro lado, los valores de susceptibilidad magnética de
las NPs de GAG funcionalizadas con acido félico tienen un valor de 9.61 x10° emu/gOe a una concentracién
de dopaje Ce del 2%. Este valor de susceptibilidad magnética es lo suficientemente alto para la generacion

de imagenes de resonancia magnética en tumores que contengan células de cancer de mama.

Los ensayos de citotoxicidad de las NPs demuestran que las NPs de GAG:Ce funcionalizadas con acido félico
no son citotéxicas. Finalmente, los estudios de internalizacién de las NPs, demostraron que pueden ser
utilizados como bioetiquetadores al ser detectados por su luminiscencia mediante citometria de flujo.
Adicionalmente la internalizacidn de las NPs fue visualizada por microscopia confocal. Comprobando con
ello que la internalizacidn estd mediada por los receptores de acido félico presentes en las células de
cancer de mama y que las NPs funcionalizadas con acido félico pueden ser endocitadas y localizarse en

vesiculas en la regidén citoplasmatica de la célula.
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Anexos

A. Curva de calibracion de acido folico en solucion

Curva de calibracion del 4cido félico en solucidn acuosa con un rango lineal de 15.63 pug/mL a 250 pg/mL.
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Figura 26. Curva de calibracidn del acido félico en solucién acuosa.



