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Resumen de la tesis que presenta Rodrigo Alberto Osorio Arciniega como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas luminiscentes funcionalizadas como bioetiquetadores de
células cancerosas.

Resumen aprobado por:

Dra. Patricia Juarez Camacho Dr. Gustavo Alonso Hirata Flores
Codirectora de tesis Codirector de tesis

El cdncer de mama es la segunda causa de muerte en mujeres y un importante problema de salud publica
a nivel mundial. Las mamografias son las pruebas tradicionales para diagnosticar el cdncer de mama en
etapas tempranas, sin embargo, a menudo se relacionan con resultados falsos negativos y positivos,
disminuyendo las probabilidades de supervivencia de las mujeres. En este trabajo, desarrollamos
nanoparticulas luminiscentes del material YsAlsO1,:Ce** embebidas en el biopolimero natural quitosano
(Ch) y funcionalizadas con acido félico (FA), con el fin de aumentar su especificidad en células de cancer
de mama. Las nanoparticulas luminiscentes (LNP) se sintetizaron mediante el método sol-gel a baja
temperatura (<300°C). Posteriormente, se conjugé el polisacarido en la superficie de las LNPs. Para fungir
como bioetiquetadores, se funcionalizaron las nanoparticulas YsAls01,:Ce3*/Ch a través de los grupos
amino terminales del biopolimero. Las propiedades fisicoquimicas, morfoldgicas y estructurales de las
LNPs fueron caracterizadas por TEM, XDR, FTIR, fluorescencia y espectroscopia de UV-Vis. El andlisis de
difraccidn de rayos-X de las LNPs mostré que los picos de difraccidn son similares y consistentes con la
estructura indexada como YAG. Mediante el uso del espectrofluorémetro, las LNPs mostraron su
excitacion a 540 nm y una banda de emisiéon amarilla correspondiente a 540 nm. Se determind
estadisticamente el tamafio promedio de las LNPs el cual correspondié a 50 nm. Ademas, los resultados
del potencial zeta demostraron que las LNP-Ch-FA son mas estables que las LNPs desnudas.
Adicionalmente, se evalud la citotoxicidad a diferentes dosis de las LNPs desnudas, conjugadas vy
funcionalizadas en distintas lineas celulares MDA-MB-231, T47-D (células de cancer de mama) y 293T
(células normales). Las nanoparticulas YAG: Ce* presentaron baja toxicidad a comparacién de las
nanoparticulas conjugadas y funcionalizadas, demostrando el caracter positivo del quitosano, el cual
puede influir en la viabilidad celular. Finalmente la internalizacién de las diferentes LNPs se evalud
mediante microscopia confocal en las lineas celulares MDA-MB-231 y T47-D. Se observd que las
nanoparticulas se internalizaron en las células mediante la invaginacién en la membrana celular por acciéon
de los receptores de acido félico. Las nanoparticulas funcionalizadas se mantuvieron en el citoplasma,
conservando su propiedad de luminiscencia, con lo cual se corrobora la hipdtesis planteada de que las
nanoparticulas pueden fungir como bioetiquetadores de células de cancer de mama.

Palabras clave: bioetiquetadores; YAG: Ce **NPs; quitosano; funcionalizar.
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Abstract of the thesis presented by Rodrigo Alberto Osorio Arciniega as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Nanosciences.

Synthesis and characterization of functionalized luminescent nanoparticles as biolabels of cancer cells.

Abstract approved by:

Dra. Patricia Juarez Camacho Dr. Gustavo Alonso Hirata Flores
Thesis Codirector Thesis Codirector

Breast cancer is the second cause of death in women and a major public health problem worldwide.
Mammograms are the traditional tests used to diagnose breast cancer in early stages, however, they are
often associated with false negative and positive results, decreasing the chances of women's survival. In
this work, we developed luminescent nanoparticles of YsAls01,:Ce3* embedded in the natural biopolymer
chitosan (Ch) and functionalized with folic acid (FA), in order to increase their specificity in breast cancer
cells. Luminescent nanoparticles (LNP) were synthesized by sol-gel method at low temperature (<300°C).
Subsequently, the polysaccharide was conjugated on the surface of the luminescent nanoparticles (LNP).
To function as biolabels, the nanoparticles Y3Als01,:Ce3*/Ch were functionalized through the terminal
amino groups of the biopolymer. The physicochemical, morphological and structural properties of LNPs
were characterized by TEM, XRD, FTIR, fluorescence and UV-Vis spectroscopy. The X-ray diffraction
analysis of the LNPs showed that the diffraction peaks are similar and consistent with the structure indexed
as YAG. Photoluminescence spectroscopy analysis revealed that the LNPs got their excitation at 540 nm
and a yellow emission band corresponding to 540 nm. The average size of LNPs was determined
statistically, corresponding to 50 nm. Zeta potential results showed that the LNP-Ch-FA are more stable
than the bared LNPs. In addition, cytotoxicity was evaluated at different doses of bared, conjugated and
functionalized LNPs in different cell lines, MDA-MB-231, T47-D (breast cancer cells) and 293T (normal
cells). The YsAls01:Ce3*: Ce** showed low toxicity compared to conjugated and functionalized
nanoparticles, demonstrating the positive charge of chitosan, which can influence cell viability. Finally, the
internalization of different nanoparticles was evaluated by confocal microscopy in the cell lines MDA-MB-
231 and T47-D. It was observed that the nanoparticles internalized by invagination due to the folic acid
receptors. The functionalized nanoparticles remained in the cell cytoplasm, retaining their luminescence
property, which corroborates the hypothesis that nanoparticles can act as biolabels of breast cancer cells.

Keywords: biolabels; YAG: Ce 3*NPs; chitosan; conjugated; functionalization.
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 El cancer de mama

El cancer se ha convertido en un serio problema que mas aqueja a la humanidad en el siglo XXI.
Estimaciones realizadas por la Organizacion Mundial de Salud (OMS) en 2015, demostraron que es una de
las principales causas de muerte antes de los 70 afios. El cancer se caracteriza por el crecimiento
incontrolable de células, las cuales pierden su dependencia de los factores de crecimiento y adquieren
autonomia del medio para proliferar sin el control de sefiales externas, replicdandose a una mayor
velocidad que las células normales. Esto provoca un desequilibrio en el suministro de nutrientes y en la

eliminaciéon de productos de desecho metabdlico (World Health Organization, 2018).

Senalizacion Evasion
proliferativa supresores de
sostenida crecimiento

Desregulacion
energeétic
celular

Evacion de Adquisicion de
apoptosis inmortalidad
replicativa
75 Inflamacion
Mutacién e promovida por
inestabilidad el tumor
genomica

Induccién de Activacion de invasion
angiogénesis y metastasis

Fig. 1 Principales caracteristicas del cincer durante su desarrollo. Evasidn supresores de crecimiento, mutacion e
inestabilidad gendmica, inmortalidad replicativa, invasién-metastasis y evasion de apoptosis (Hanahan et al., 2000).

Estadisticas elaboradas por GLOBOCAN en 2018 en colaboracién con la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC), reportaron que el cancer de mama es el segundo tipo de cancer que se da
con mayor frecuencia a nivel mundial, siendo el sexo femenino con mayor tendencia de esta enfermedad.

Se estimd una incidencia mundial de 2.1 millones de casos diagnosticados y 626 mil decesos en 154 paises
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(Ferlay et al., 2018). Estadisticas realizadas en México por el INEGI en 2014, reportaron que el cancer de
mama ocupo la cuarta causa de mortalidad por tumores malignos (INEGI, 2014). El cdncer de mama estd
estrechamente relacionado a factores hormonales. Cuando las células cancerosas albergadas en los
conductos mamarios se internalizan por los vasos capilares y se propagan por el sistema sanguineo se

denomina metastasis (Siegel et al., 2018).

1.2 Técnicas actuales de deteccion

El método de deteccidén mds comun del cdncer de mama es la mamografia, este involucra el uso de fotones
de rayos-X de alta energia permitiendo la deteccién de canceres que son impalpables. En contraste, se han
reportado mamografias falsas positivas las cuales conducen a biopsias innecesarias (Kollias, 1998). El
ultrasonido puede detectar lesiones no detectadas en la mamografia. Algunas de sus ventajas son: no
utiliza radiacidn ionizante, y no se conocen efectos dafiinos de la energia empleada (Agnese, 2005). Las
imagenes por resonancia magnética (MRI) poseen una mayor sensibilidad, pero una especificidad tan baja
del 30%. (Lawrence, 1998), (Brennan, 2009). La gammamografia utiliza marcadores o radionuclidos para
detectar neoplasias mamarias, su desventaja radica en la bioacumulacién en érganos del cuerpo
(Dehdashti, 2009). Por otro lado, la tomografia por emisién de positrones (PET), depende de la alta tasa
metabdlica de los tumores. Otras técnicas, como la tomografia dptica y la termografia, se basan en la

angiogénesis y el calor generado para identificar cdnceres (Agnese, 2005).

Las auditorias en las practicas de deteccidn se han clasificado alrededor de los intervalos del 25%-45%
como falsos negativos pudiendo ser influenciados por muchos factores, tales como, la interpretacion de
los resultados obtenidos de la deteccidn y la experiencia del técnico evaluador de imagenes, siendo una
limitacion inherente a cualquier método de deteccion (Houssami, 2006). Los esfuerzos para mejorar los
resultados de la deteccidn se han centrado principalmente en tecnologias avanzadas para la obtencién de
imagenes tumorales certeras y deteccidn temprana. Herramientas tecnoldgicas complementarias de

deteccion mejorarian la oncologia predictiva (Ferrari, 2005).
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Fig. 2 Principales técnicas de deteccidon del cancer de mama. Primera instancia: mamografia y ultrasonido. Segundo
acercamiento: CT, PET-SCAN y MRI, estas dependen de la etapa y agresividad tumoral

1.3 La nanotecnologia y su uso en imagenes diagnosticas clinicas

Las tecnologias de imagenes son cada vez mas utilizadas para mejorar la visibilidad de estructuras
especificas como células y tejidos. Asi mismo, proporcionar contraste fluorescente necesario entre tejido
sano o tumoral para poder orientar antes y durante intervenciones radioldgicas o quirurgicas. Su principal
motivacion es mejorar y complementar la identificacién en tiempo real (microscdpica) y la delineacién de

lesiones que no pueden definirse con precision mediante otras técnicas de deteccidn.

La nanotecnologia estudia materiales en dimensiones desde un nanémetro (mil millonésima parte de un
milimetro) hasta 100 nanémetros, permitiendo la interaccién con sistemas bioldgicos a nivel atémico y
supramolecular; facilitando la deteccioén, el diagndstico y tratamiento de canceres (Nagarajan, 2008). Las
ventajas del uso de nanoparticulas luminiscentes (LNPs) como puntos cudnticos y NPs dopadas con iones
de tierras raras son: espectros de fotoluminiscencia ajustables, tamafio controlable y resistencia al
ambiente (Van Leeuwen et al., 2015). Ademas, las LNPs funcionalizadas con ligandos especificos pueden
ser utilizadas en la identificacion dirigida de imagenes tumorales en estadios tempranos. Algunos canceres
de mama sobre expresan proteinas o genes especificos (p. Ej., receptor de estrégeno, receptor de
progesterona, receptor de acido félico y ERBB2) en los cuales decisiones de pre-intervencién pueden ser

tomadas (Yezheyev et al., 2006).
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Fig. 3 Modalidades sonda de intervencién "en profundidad” (<10 cm) y “superficiales” (<1 cm). Imagenes a la
izquierda muestran pre-intervencidn (diagndstico), a la derecha imagenes para guiar durante la intervencién (Van
Leeuwen et al., 2015).

1.4 Nanoparticulas luminiscentes

La propiedad mds importante de las LNPs dopadas con iones de tierras raras es el brillo que exhiben
cuando se excita el material. Las nanoparticulas de conversién descendente (DC), presentan una emision
desplazada tipo Stokes, de un ion lantanido excitado incrustado en la matriz huésped, la cual influye en las
propiedades de luminiscencia finales. Un ion lantdnido o activador, absorbe la radiacién y ocasiona un
estado excitado desde el estado fundamental G al estado E,. Puede relajarse de manera no radiactiva al
nivel E; desde el que se produce una emision de DC. La relajacién no radiativa desde el estado E; a E; es
un proceso de multiples etapas que se rige por la dindmica de fonones del nanofdsforo (Chen et al., 2013).
La fase tipo granate YAG en el sistema de éxido de itrio-aluminio es un material huésped adecuado para

los fosforos de estado sdlido cuando se dopa con iones de tierras raras.
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Fig. 4 Esquema representativo de excitacion y emisién. a) lones activadores A, iones S sensibilizadores b) (1)
conversion descendente, (2) relajacion cruzada, (3) absorcidn del estado excitado, y (4) conversion ascendente de la
transferencia de energia (Chen et al., 2013).

1.5 El quitosano

El quitosano (Ch) es un biopolimero policatidnico con estructura y propiedades especificas (Bautista,
2006). Se extrae principalmente de las conchas de crustaceos como el cangrejo y camardn (Peniche, 2003).
Ha sido estudiado en aplicaciones con gran potencial industrial, como son: alimentaria, agronoma,
farmacéutica (Aranaz, 2009). Ademas, presenta propiedades de inmunoestimulacion, mucoadhesivas y
terapéuticas, incrementando el tiempo y estabilidad del biopolimero en el cuerpo fungiendo como vector

(Aljebory et al., 2017).

Materia prima,
exoesqueletos
de crustaceos

\
H NH
~C T -
(b) 0% “CH, n | Aislamiento de quitina |

Fig. 5 Estructura quimica de (a) quitina y (b) quitosano, (c) quitina deacetilada.
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Las nanoparticulas de quitosano con estructura core-shell que incorporan ligandos en su estructura han
sido estudiadas como vectores selectivos (Gao et al., 2012). El ligando mas estudiado es el acido fdlico,
debido a la significativa sobreexpresion de los receptores de folato (FR) en el tejido tumoral (Lukashev,
2006). Por lo tanto, conjugados de Ch y folatos han demostrado una unién significativamente mejorada a
FRs de células tumorales. Posteriormente los conjugados funcionalizados son internalizados a
compartimientos intracelulares para formar endosomas. Finalmente, en ambientes acidos (pH= 5) los FR
regresan a la superficie celular y los conjugados Ch y folatos son degradados por lisosomas o liberados en

el citosol (Song et al., 2013).

1.6 Antecedentes

El fosforo cristalino, éxido de aluminio e itrio de tipo granate (YAG), es un material huésped adecuado para
fosforos dopados con iones de tierras raras. Se denomina granate a los minerales pertenecientes al grupo
de ortosilicatos. Los granates cristalizan en el grupo espacial la3d, del sistema cubico cristalino, el cual

comprende mayor simetria (Dobrzycki et al., 2004).

Fig. 6 Poliedros de coordinacidn en la estructura granate presentados como elipsoides de desplazamiento atémico
tridimensional en Yb: cristal YAG (Dobrzycki et al., 2004).

Blasse y Bril (1967) fueron los primeros en reportar el dopaje de la matriz YAG con iones Ce®* para su uso

en tubos de rayos catddicos. YAG: Ce3* emite eficientemente en la regién verde-amarilla correspondiente
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a la longitud de onda en 460 nm (excitacidn), su emisidn alcanza su punto maximo alrededor de 540 nm.
Esto ocurre debido a las transiciones electrénicas dentro del ion Ce3* entre los estados [Xe] 4f' 5d° 6s°
(2Fss2, 2F772) y [Xe] 4f° 5d* 6s° ( 2D 35) (Jang, 2007). La brecha de energia entre estos dos estados se reduce
significativamente de lo que se conoce para un ion Ce3* aislado, debido a la gran divisién del campo
cristalino de los estados Ce®*5d, que surgen cuando un ion Ce®* reemplaza un ion Y** méas pequefio en la

estructura YAG (George, 2013).

Las nanoparticulas de YAG: Ce® poseen alta eficiencia cuantica, alto indice refractivo, buena estabilidad
térmicay quimica. Se han reportado diversos métodos para la sintesis de nanofdésforos de YAG: Ce®*, estos
incluyen: spray-pirolisis, rutas de fases liquidas, combustidn y sol-gel. Se ha reportado que la intensidad
de emisién de fotoluminiscencia del nanofdsforo mejoré con el aumento de la temperatura de calcinacién
en el rango de 830-1030°C, mientras que disminuyd drasticamente con el aumento de la concentracion

dopada con Ce* (He et al., 2016).

Por otra parte, se ha proporcionado una descripcién detallada de los métodos empleados para producir
nanovehiculos de quitosano, permitiendo la encapsulacion de moléculas hidréfobas o hidrdfilas, simples
o complejas (Grenha et al., 2012). En particular, se han desarrollado distintos métodos, que incluyen
principalmente emulsiones de diferentes tipos de coacervados, o incluso métodos de coalescencia, como
pueden ser: de emulsién-gota (Tokumitsu et al.,, 1999), de difusién de solvente en emulsidon, método
micelar inverso, gelificacidn idnica (Kiil et al., 2017), complejaciéon de polielectrolitos, y desolvatacion

(Takeuchi, 2001).

(Fessi et al., 1989), desarrollé por primera vez la técnica de nanoprecipitacion. El principio de este método
consiste en la obtencidn de la suspensién coloidal cuando la fase oleosa se agrega lentamente a la fase
acuosa con agitacion moderada. La formacion de las nanoparticulas es instantanea y solo necesita un paso,
por lo que tiene la ventaja de una operacion rapida y facil. Los pardmetros clave en esta sintesis pueden
ser: la velocidad de inyeccidn de fase organica, la velocidad de agitacidn de fase acuosa y la relacidn fase

aceite / fase acuosa (Wang et al., 2016).
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Fig. 7 Esquema método de nanoprecipitacién. Condiciones fisicoquimicas para la obtenciéon de agregados
nanométricos (Fessi et al., 1989).

Por otro lado, se han disefiado LNPs a través del autoensamblaje iénico del derivado de antraceno y
quitosano, monitoreando en tiempo real el proceso de internalizacion (Cui et al.,, 2011). Shen, (2012)
sintetizd nanoparticulas magnéticas recubiertas con quitosano. Logré aprovechar la abundancia de grupos
amino expuestos en la superficie del quitosano, sirviendo como andamio para la conjugacion con farmacos
por medio de enlaces hidréogeno. Mas aun, se ha aprovechado la sobre expresidn del receptor folato en
células cancerosas, logrando fabricar nanoparticulas conjugadas de quitosano con acido félico, evaluando
su especificidad de direccionamiento (Song et al., 2013). Jain et al., (2018) realizaron pruebas in vitro de
las LNPs, demostrando que las nanoparticulas tenian un efecto citotdxico insignificante. Ademas,
reportaron una mayor internalizacién de las LNPs funcionalizadas con &cido félico en células T-47D (Folr")
en comparacion con células de cdncer de mama MDA-MB-231 (Folr'®), debido a la cantidad de receptores

de folatos.

1.7 Justificacion

Desarrollar bioetiquetadores nanométricos selectivos de células de cancer de mama las cuales permitan

su localizacidén por luminiscencia.



1.8 Hipotesis

Las nanoparticulas luminiscentes dopadas con iones de tierras raras embebidas en quitosano y

funcionalizadas con acido félico funcionan como bioetiquetadores de células de cancer.

1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo General

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas luminiscentes de YAG: Ce3* embebidas en quitosano vy

funcionalizadas con acido félico para su uso en aplicaciones biomédicas.

1.9.2 Objetivos Especificos

1. Sintetizar nanoparticulas de YAG:Ce* por el método Sol-Gel.

2. Caracterizar las LNPs mediante su analisis de fotoluminiscencia, transferencia de energia, morfologia,

interacciones moleculares, estructura cristalografica y potencial electrostatico.

3. Sintetizar NPs de YAG:Ce*" embebidas en quitosano y funcionalizarlas con acido félico.

4. Verificar la funcionalizacién y tamafio de las nanoparticulas mediante espectroscopia FTIR, microscopia

de transmision (TEM), andlisis Uv-vis y potencial zeta.

5. Determinar la citotoxicidad de las NPs mediante ensayos in vitro en diferentes lineas celulares de cancer

de mama.

6. Evaluar in vitro la internalizacién de las NPs mediante microscopia confocal.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sintesis de nanoparticulas luminiscentes YAG:Ce3* por el método de Sol-Gel.

El método de sintesis por sol-gel fue el utilizado para la sintesis de nanocristales de granate de aluminio-

itrio dopado con el idn Ce3* (YAG: Ce®*). La estequiometria de la reaccidn fue la siguiente:

(3-x) Y(NOs)s + 5AI(NO3)s + (x)Ce(NOs)s + W C4sHsOs > Y (3-x) AlsO12: Ce(x)

Donde los reactivos principales son: Y (NOs); -:6H,0 , Al (NOs)s -6H,0, Ce (NOs); -:6H,0 y C4HeOs siendo de
Sigma- Aldrich® al 99.99% de pureza. La cantidad empleada del agente precursor acido tartarico (CsHsOs)
se mantuvo en una proporcion W =1:2. La variable x correspondiente al porcentaje de concentracion del

ion Ce* el cual fue de 0.01, 0.02, 0.03, 0.05, 0.06, y 0.08%.

Los reactivos fueron dispersados en agua desionizada previamente filtrada en una membrana de nylon
con un didmetro de poro de 0.2 um; durante 20 a 24 h se mantuvo en agitacién magnética rigurosa. Al
transcurrir el proceso de homogenizacién la solucién torné a un color blanquecino y de consistencia
gelatinosa. Posteriormente se aumentd la temperatura de la solucidn a 80°C durante 2 h, manteniéndola

en agitacion constante.

En un mortero de agata se recolectd el agregado final seguido de un tratamiento por molienda.
Posteriormente la muestra de YAG: Ce* fue colocada en un crisol donde se aplicd un tratamiento térmico
o “annealing”. El tratamiento térmico se realizdé en un horno Felisa FE-290, elevando la temperatura a

1100°C por 3 h.
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Y (NO,); -6H,0 , Al (NO,); -6H,0, Ce
(NO5);-6H,0 y C;H,0; , W =1:2
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NPs YAG:Ce™*

Fig. 8 Diagrama de flujo del método de sintesis por Sol-Gel.

2.1.1 Sonicacién de las nanoparticulas YAG:Ce3*

Con el fin de evitar agregados, las LNPs previamente sintetizadas se resuspendieron en agua Milli-Q°, a 1
mg/mL. Posteriormente fueron ultasonicadas durante 15 min con un ultrasonicador de marca Sonics &
Materials, Inc. Para los procesos de recubrimiento con quitosano y funcionalizacion con acido fdlico, las

nanoparticulas fueron sonicadas en el dispositivo Branson, Serie CPXH, MOD. 3800.

2.1.2 Preparacion de la solucién de quitosano

Se estudiaron las nanoparticulas de YAG: Ce3* embebidas a diferentes concentraciones de quitosano al 1%,
2%, 3% y 4%. Los reactivos empleados fueron quitosano de bajo peso molecular de la marca Sigma—Aldrich
con peso molecular de 50,000-190,000 Da, y una viscosidad de 20-300 cP. Acido acético glacial marca
Sigma- Aldrich >99.85% a 25°C. Para la preparacidn de la solucién de quitosano, se disolvieron 0.30 g de
quitosano en 98 mL de agua Milli-Q” previamente filtrada. Posteriormente se adicioné 4cido acético glacial
(2%), manteniendo el pH entre 5-6, en caso contrario se procedio a ajustar la solucion con NaOH 1M. La

solucidn se agitd rigurosamente por 12 h, finalmente la solucién fue filtrada.
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2.1.3 Recubrimiento de las nanoparticulas YAG:Ce3* con quitosano

El material luminiscente YAG: Ce3* (1mg/ mL) previamente ultrasonicado se agité durante 10 minutos. En
una segunda reaccidon se mezclaron H,0O destilada y quitosano en una proporcién 1:1. Empleando el
método de nanoprecipitaciéon, se fue adicionando la solucién de quitosano a las nanoparticulas
ultrasonicadas. La solucién final permanecié en agitacidn rigurosa por 1 h. Posteriormente, se realizaron
7 lavados con agua Milli-Q°. Este proceso consistié en centrifugar a 2,000 rcf durante 15 min nuestra
solucién final de nanoparticulas luminiscentes y quitosano. En un horno Felisa FE-290 se secaron los
agregados correspondientes a la conjugacion de YAG: Ce3*y quitosano. La temperatura se elevé a 80°C

durante 2 h, posteriormente el material sintetizado se refrigerd a 5°C para su analisis.

2.1.4 Funcionalizacién de las nanoparticulas YAG:Ce3*/Ch con acido félico

La adicidn de acido fdlico se llevd a cabo mediante un sistema Schlenk bajo agitacion magnética rigurosa.
Se prepard una solucion de 4.5 mg/mL de &acido félico en di-metilsulféxido (DMSO). Esta solucion se
mantuvo en oscuridad a 35°C durante 4 h. Al transcurrir este tiempo y continuando la agitacién se
adicionaron 4 mg/mL de N, N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) en DMSO seguido de 2.50 mg/mL de N-
hidroxisuccinimida (NHS) en DMSO. La mezcla se agité en oscuridad por un lapso de 12 h a temperatura

ambiente. Finalmente, las nanoparticulas se centrifugaron a 2,000 rcf durante 15 min.
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Fig. 9 Representacion de las diferentes etapas del recubrimiento y funcionalizacién de las LNPs.
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2.2 Técnicas de caracterizacion de nanoparticulas

Las multiples propiedades tanto fisicas como quimicas que presentan las LNPs sintetizadas, fueron

evaluadas con diversos, entre los cuales se encuentran:

2.2.1 Difraccion de rayos-X (XRD)

La estructura cristalina de las NPs de YAG: Ce** fue analizada usando un equipo de Philips X'pert, con una
sonda de Cu y con radiacion Ky de A= 0.154 nm; se escaned en un rango de 26 de 20-80°. El tamafio
promedio de los cristalitos se estimé a partir del ensanchamiento de los picos XRD segun la ecuacion de

Scherrer:

092
~ Bcos(0)

Donde 0.9 es una constante que depende de la forma del cristalito (0.9 x 57.3), 4 es la longitud de onda
XRD, B es la mitad del ancho corregido del pico de difraccién mas fuerte y 8 es el angulo de difraccién (Del

Rosario et al., 2004).

2.2.2 Estudios de fotoluminiscencia y rendimiento cuantico (PL)

Los espectros de emisidn y de excitacidon de las NPs fueron estudiados con un espectrofluorémetro marca
Hitachi F-7000, usando una ldmpara de arco de Xendn. El rendimiento cudntico fue medido usando una

esfera de integracién con silicato de sodio como referencia estandar.
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2.2.3 Microscopio electronico de transmisiéon (TEM)

La morfologia, distribucion de los tamafos, distancias interplanares, y defectos de las LNPs, fueron
analizadas mediante el equipo JEOL JEM-2010 con 200 kV de voltaje acelerado. Las muestras fueron
resuspendidas en etanol y ultrasonicadas por 5 min. Posteriormente se afiadieron 50 pL de la muestra en
una rejilla de cobre 200 mesh recubiertas por film-soporte marca Pelco. Se utilizd el software Imagel para
analizar 100 micrografias de diferentes LNP. Se realizé estudio comparativo entre ellas pudiendo

determinar las caracteristicas ates mencionadas.

2.2.4 Microscopio electrénico de barrido (SEM)

Con el fin de complementar la caracterizacion morfolégica de las LNPs. Las muestras fueron depositadas
en cinta conductora de carbono. Posteriormente, se incidié sobre ellas utilizando electrones acelerados
para barrer la superficie del espécimen. Los electrones fueron generados empleando el equipo JEOL JSM-

5300, los cuales proporcionaron imdagenes de la muestra.

2.2.5 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

Se bombardearon las muestras en alto vacio con el haz de electrones (densidad de energia del laser
=3.7)/cm?) del microscopio de barrido estdndar. El andlisis de esta técnica proporciond informacion

guimica mediante la deteccion de rayos-X liberados de las muestras bombardeadas.

2.2.6 Microscopio de fuerza atomica (AFM)

Las muestras fueron diluidas en agua Milli-Q"y puestas sobre una oblea de silice. Para conocer la rugosidad
existente de las diferentes LNPs, este estudio consistié en el uso del modo alternativo de contacto tapping

del AFM. El tapping se realizé con una punta de Si (Mikromasch, NSC36 / Cr-AuBS, k = 0.6 N m-1). La
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muestra fue escaneada a 256 x 256 pixeles con una frecuencia de pixeles de 2000 Hz con un tiempo de

grabacion de la sefial dptica de 0.5 ms por pixel. Las imagenes fueron analizadas con el software SPIP 6.4.7.
2.2.7 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)
Los estudios se realizaron en el equipo Nicolet 6700-IR, de Thermo Scientific’. Para obtener las vibraciones

moleculares correspondientes a las LNPs, se prepard el KBr con un tratamiento térmico de 500°C durante

un tiempo de 20 h. Posteriormente se elaboré una mezcla de KBr y NPs para introducir al detector.

2.2.8 Espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis)
Se diluyeron 5 mg/mL de las diferentes LNPs sintetizadas en agua destilada. Posteriormente se determiné

la absorcidn cualitativa de radiacién electromagnética de las LNPs en un espectrofotémetro marca UV-Vis

6405 JENWAY, causando un barrido de 200 a 800 nm.

2.2.9 Potencial Zeta y Dispersion de luz dinamica (Z)
Con el fin de conocer la estabilidad de formulacién y la vida atil en medio acuoso, las LNPs previo al analisis

fueron sometidas a ultrasonicacion durante 5 min a una concentracion de 1 mg/mL. Ambos anélisis se

llevaron a cabo en el equipo Microtac Nanotrac Wave Il.

2.3 Ensayos de viabilidad celular

Los ensayos de viabilidad celular son utilizados para determinar si moléculas o compuestos prueba tienen

efectos sobre la proliferacion celular o muestran efectos citotdxicos directos.
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2.3.1 Cultivo celular

Se utilizaron dos lineas celulares humanas de cancer de mama (MDA- MB-231 y T47-D) para validar la
citotoxicidad e internalizacidon de las LNPs sintetizadas, asi mismo, fue empleada la linea celular 293T de
células normales de rindn embrionario como control negativo. Todas las lineas celulares fueron adquiridas

de American Type Culture Collection (ATCC).

Las lineas celulares MDA- MB-231 y 293T se cultivaron en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM)
marca Gibco con 2 g/L de glucosa y L-glutamina, sin piruvato, suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS) y 1% de antibidtico e incubadas a 37°C con 5% de CO.. La linea celular T47-D se cultivé en medio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) marca Biowest con 2 g/L de glucosa y L-glutamina, sin piruvato,
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% de antibidtico e incubada a 37°C con 5% de CO..

Ambos medios de cultivo se cambiaron cada tercer dia.

2.3.2 Conteo celular

Se tripsinizé durante 5 min con 1 mL de tripsina/EDTA (Sigma-Aldrich), posteriormente se adicionaron 4
mL de medio de cultivo. Se adicionaron 20 pL de suspensién celular en 20 plL de azul tripano; finalmente
se depositaron 20 pl de la solucién final en cada canal de la cdmara de Neubauer. La cdmara de Neubauer
fue colocada al microscopio y se procedid a contar células. Finalmente se obtuvo un promedio de células

por mL para su uso en la cantidad de células a sembrar para cada experimento requerido.

2.3.3 Sembrado de diferentes lineas celulares

Se utilizd una placa de 96 pozos con 10,000 células para cada pozo y con una base de medio suplementado
RPMI o DMEM dependiendo del tipo celular (10,000 células/100uL/pozo). Estas células estuvieron
incubadas a 37°Cy 5% de CO; durante 24 h antes del tratamiento con los diferentes tipos de LNPs. Toda

la manipulacién celular se realizé en una cadmara de flujo laminar marca Aura HZ, con elementos estériles.
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2.3.4 Tratamiento de células con nanoparticulas

Se resuspendieron las LNPs sintetizadas en medio suplementado. Las concentraciones de las LNPs fueron:
1.5, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 pg/mL, asi mismo, como control negativo se sembraron células sin
tratamiento y se obtuvo la lectura del fondo de placa la cual incluia Unicamente medio de cultivo. Se
adicionaron estas concentraciones por cuadriplicado a cada pozo de la caja de 96 pozos y se volvieron a

incubar las células durante 24 h.

2.3.5 Ensayo MTT

Este ensayo mide la reduccién del 3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio (MTT;
Sigma) a formazan que ocurre en células metabdlicamente activas. Después de adicionar el reactivo MTT,
las células fueron incubadas por 5 h. Para detener la formacién de MTT-formazan se agregaron 100 pulL de
HCI 0.01 M que contenia SDS al 10%. Posteriormente se incubd la placa durante 16-20 h. Finalmente la

placa se leyé en un lector de placas de ELISA, Thermo Scientific a una longitud de 570 nm.

2.3.6 Microscopia confocal

Las células T47D, MDA-231-MB, fueron tripsinizadas y sembradas a una cantidad celular de 2.5 x10° en
cajas Petri tipo MatTek y se cultivaron por 24 h. Posteriormente se adiciond 25 pg/mL de las LNPs (YAG:
Ce¥, YAG: Ce®*/Ch, YAG: Ce**/Ch-FA), dejandose a incubar por 6 h, seguido de dos lavados con PBS 1X para
eliminar LNPs no internalizadas. Se fijaron las células con paraformaldehido (4%) durante 5 min, seguido
de un lavado con PBS. Se afiadié 1 ml PBS y se refrigeraron a 4°C para su posterior analisis. Las muestras
previamente descritas, mostraron sefales luminiscentes de 500-600 nm (canal verde) bajo excitacion a
457 nm con un microscopio confocal marca Olympus FV 1000. Se utilizd un objetivo de inmersidn
acromatico 60x/1.48 N.A. La intensidad del laser se mantuvo al 20% para reducir el fotoblanqueo. Un
fotomultiplicador permitid la visualizacidn simultdnea 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.



18

Capitulo 3. Resultados y discusion

3.1 Analisis de YAG: Ce3*

3.1.1 Difraccion de rayos-X

Se sintetizaron las nanoparticulas luminiscentes por el método sol-gel, donde se obtuvo la fase YAG en
ausencia de fases secundarias, en comparacidn con tratamientos térmicos de 700 a 800°C reportados, los
cuales presentaron estructura amorfa (Fadlalla, 2008). Se encontraron los tres picos caracteristicos de
difraccion de la fase Y3AlsO1,, correspondientes a las direcciones cristalograficas [211], [400] y [420], los
cuales fueron consistentes con la estructura cubica estandar indexada como fase Ys;AlsO1; (archivo
cristalografico JCPDS 33-0040) perteneciente al grupo espacial la-3d [230] (Kang et al., 2016). El pico
principal de la estructura cuibica de YAG esta centrado en 26= 33.304° y corresponde al plano cristalino
con indices de Miller de [420]. No se observé ninguna fase secundaria de impurezas como pueden ser

Y4Al1209 (YAM) 0 YAIO; (YAP) en la muestra sintetizada.

El tamafio del nanocristal, se determind mediante la ecuacidn de Scherrer, donde el valor obtenido para
el tamafio de cristalito fue de 43.27 nm (+ 2 nm). El analisis XRD reveld que los iones de Ce** incorporados
no cambian la estructura cristalina de la fase YAG. Los parametros dimensiénales de la celda unitaria de la
muestra sintetizada de YAG: Ce®* fueron 12.007 (+ 2 A), una distancia interplanar estimada de las franjas
de la celda d511=0.492 nm, y un volumen de celda de 1723.914 (+ 0.3 A%). Los parametros dimensidnales
de la celda unitaria de la estructura de la fase pura de YAG segun el archivo cristalografico es de 11.994 (+
0.0014 A), una distancia interplanar de las franjas de la celda d511=0.4905 nm, y un volumen de celda de

1723.746 (+ 0.3 A%) (Dobrzycki et al., 2004).

La presencia de dopantes no altera la estructura cristalina de las muestras, pero ciertamente modifica los
parametros de la red debido a la diferencia en los radios idnicos entre el dopante Ce3* (1.07 A) y el ion
sustituido Y3* (0.92 A). Se sugiere que los parametros de la celda unitaria del nanocristal formado de YAG:
Ce* podrian expandirse al aumentar gradualmente la cantidad de iones de Ce®, por otro lado, la
distribucién en la red cristalina se vuelve mas homogénea a concentraciones mas bajas de ion Ce**(Fadlalla

et al.,2018).
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Fig. 10 Patrones de difraccién de rayos-X. Comparacién de las LNPs YAG: Ce>* respecto a la fase YAG pura (archivo
cristalografico JCPDS 33-0040).

3.1.2 Estudio morfolégico por microscopia electronica de barrido

La eficacia de la luminiscencia de las LNPs depende de la morfologia de las particulas por ejemplo, el
tamanio, la forma, limites del grano. El efecto de la temperatura aplicada en la morfologia y distribucién
de tamafio de particulas fue estudiado por SEM (Fig. 11). Las micrografias obtenidas de las muestras de
YAG: Ce* a diferentes magnificaciones (10, 5y 2 um), presentaron una forma irregular en su superficie y
una distribucidn de tamafio estrecha. La formacion de esta textura superficial y cierta porosidad se
atribuye al crecimiento de nanocristales durante el proceso de cristalinizacidon a partir de precursores
amorfos (Xhaxhiu, 2015). Se concluye que la muestra obtenida posee una mejor uniformidad en su
estructura cristalina la cual puede ser aprovechada para aplicaciones de recubrimiento. Asi mismo, cabe
resaltar la importancia de tener un método para ubicar la misma area en cada etapa del estudio, con el fin

de poder evidenciar de forma efectiva el andlisis de cada muestra.
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Fig. 11 Micrografia SEM del material YAG:Ce3*. Los diferentes paneles muestran magnificaciones correspondientes
a 20 um (superior izquierdo), 5 um (superior derecho), 5 um (inferior izquierdo) y 2 um (inferior derecho).

3.1.3 Composicion quimica encontrada por espectroscopia de energia dispersiva

Los resultados de EDS para las LNPs sugieren la formacién de nanoparticulas YAG: Ce®'. Los picos
observados en el espectrograma (Fig. 12) corresponden a los elementos de YAG. El analisis EDS de la
superficie de la muestra de YAG:Ce* mostré que, dependiendo del régimen de irradiacién, se detectaron
elementos tales como oxigeno (0), aluminio (Al) e itrio (Y); por otra parte, el cerio (Ce) no fue detectado
debido al bajo porcentaje atdmico (Vlasova et al., 2015). La composicion (porcentajes atdmicos) de las
nanoparticulas (Tabla 1) se calculé sobre la base de los picos EDS. El porcentaje atémico del Al fue
ligeramente mas alto que el de Y. Este resultado tiene tres posibles explicaciones: (1) la evaporacion de
algunos elementos por la alta temperatura durante la sintesis; (2) la existencia de cantidades menores de
fases metaestables; (3) un cambio estequiométrico en la composicidn del ion Ce (lll) a Ce (V) (Tsuruoka et
al., 2016). Se sugiere que a medida que se sintetizaba la muestra en presencia de oxigeno, algunas especies

de cerio (Ill) pudieron ser oxidadas a especies de cerio (IV) en su superficie (He et al., 2016).
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Fig. 12 Elementos presentes en la red cristalina del material sintetizado YAG: Ce3*. Los elementos existentes fueron:
aluminio en mayor proporcién seguido de itrio y oxigeno en menor proporcion.

Tabla 1. Porcentajes atémicos de las nanoparticulas (densidades de energia: 3.7 J / cm?).

Se concluye que debido al método de sintesis y al tratamiento térmico antes descrito, es posible modificar
la cristalinidad con el aumento de temperatura y eliminar compuestos volatiles por simple descomposicion

de nitratos.

3.1.4 Evaluacion morfoldgica por microscopia electronica de transmision

La morfologia detallada, la microestructuray la estructura del material YAG: Ce®* se analiz6 mediante TEM.
Se obtuvieron diferentes micrografias correspondientes a escalas de 5, 10, 20, y 50 nm, donde el tamafio
promedio de la mayoria de las nanoparticulas fueron inferiores a 60 nm. Este estudio reveld pequenas
particulas agregadas las cuales se encontraban definidas de modo homogéneo y con una morfologia

uniforme cuasiesférica; estas mostraron pocas dislocaciones en la estructura cristalina del material.
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Aungque los tamafios de las nanoparticulas fueron ligeramente mas grandes que los obtenidos mediante

la ecuacion de Scherrer, estos tamafios correspondieron bajo el mismo orden de magnitud (Del Rosario et

al., 2004).

Se demostrd la formacion de agregados de particulas primarias, considerando que debido al posible
aumento de la temperatura al calcinar la muestra, se podria producir la coalescencia entre particulas,
produciendo agregados con un mayor tamafio. Ademas, las mediciones TEM confirmaron claramente que

el tamafio del cristalito de las muestras de YAG: Ce>* es independiente de la concentracién de dopante.
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Fig. 13 a) Micrografias TEM del nanofdsforo YAG: Ce3* a diferentes magnificaciones (50, 20, 10 y 5 nm), b)
distribucién de tamafio de NPs de YAG: Ce3*.

3.1.5 Anadlisis por microscopia de fuerza atémica

En este estudio se observaron aglomerados con longitudes de varios micrometros y un ancho de hasta ~1
pm. Los cristales presentaron ~100 nm de altura y una rugosidad promedio de 89.54 nm. El analisis mostré
un evidente apilamiento del material YAG: Ce®*. Las caracteristicas topograficas mas altas en los cristales
cu?. esponden a una gran amplitud de la emisién de fluorescencia, lo que indica que hay una segunda capa
de cristal en lugar de la existencia de alguna impureza (Rodriguez et al., 2011). Este estudio reveld la

existencia y el comportamiento de las nanoparticulas de YAG: Ce* sin ser modificadas en su superficie.
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Fig. 14 Micrografia en modo tapping de AFM YAG: Ce3*. a) Modo de vista superior, b) Figura 3-D 15 X 15 um?.

3.1.6 Estudios de fotoluminiscencia

Las muestras de YAG: Ce* se excitaron con una longitud de onda de 450 nm, correspondiente a la
excitacion de los niveles mdas bajos de energia del ion Ce3'. Las curvas reportadas a diferentes
concentraciones del ion Ce3* presentaron amplias emisiones en el rango de 480 a 800 nm. Asi mismo, se
presenté una banda pequefia en la regién ubicada a 345 nm, la cual es atribuida a la divisién del campo
cristalino (Fadlalla et al., 2008). El espectro de fotoluminiscencia obtenido consistié en un maximo
luminiscente localizado a 540 nm. Ambos picos son asignados a las transiciones tipicas del ion Ce (lll), las

cuales corresponden a las transiciones 5d (?A1¢) = 4f (°Fs;2 y ?F7p2), (He et al., 2016).

La intensidad de emisidn de fotoluminiscencia disminuyd drdsticamente a medida que la concentracion
delion Ce** aumentd, de 0.5 a 0.14% mol, deduciendo que, la concentracidn ideal para alcanzar un maximo
de emisién correspondid a la concentracion de 0.4% mol del ion Ce. Se sugiere que la alta concentracion
de dopaje dificulta la sustitucién de iones Ce3* por iones Y**, aumentando la probabilidad de transiciones
no radiativas. De esta forma se induce asi el efecto quenching, este se refiere a la reduccion o limitacion
de una poblacién de estado excitado, principalmente por efectos no deseados, volviéndose una reduccion
en el tiempo de decaimiento y la intensidad general de la fluorescencia de estados electrénicos de la

concentracion de iones Ce®* (George et al., 2013).
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La oxidacion de los iones de cerio (Ce** - Ce™) ocurridos cerca de la superficie y la absorcién parcial de
los fotones de excitacion de la red cristalina, pudieron ocasionar la reduccidon de la intensidad de

fotoluminiscencia, efecto que ocurre a concentraciones muy bajas de dopaje (0.2% mol de Ce*).
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Fig. 15 Espectros de excitacion y emisién de fotoluminiscencia de la muestra YAG: Ce3*. LNPs dopadas a diferentes
concentraciones del ion activador Ce?*.

3.1.7 Rendimiento cuantico

Los resultados obtenidos mostraron que para las muestras altamente concentradas por el dopante Ce®,
(0.520.14% mol), el rendimiento cudntico obtenido es mas bajo que el medido con muestras concentradas
al 0.4% mol. Se obtuvo un rendimiento cuantico del 31.04% para muestras concentradas al 0.55% mol del
ion Ce*, en comparacién con el 35.04% de las muestras concentradas al 0.4% mol del ion Ce*. La
reabsorcion de longitudes de onda de alta energia de los espectros de emision y la transferencia de energia
no radiante a iones Ce* que emiten a una energia ligeramente menor, puede explicar la disminucidn en

el rendimiento cuantico de fotoluminiscencia.

La luminiscencia, y por ende, el rendimiento cuantico de los nanofdsforos puede verse afectado por el

tratamiento térmico aplicado en la sintesis (Keppens et al., 2011). Se puede concluir que a concentraciones
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mas altas del ion Ce¥, la luz amarilla transmitida disminuye debido a un aumento en la desestabilizacion
de la estructura cristalina, aumentando el nimero de particulas del nanocristal. Ademas, con la sustitucion
parcial o total del Y por iones Ce¥, los sitios dodecaédricos son expandidos y distorsionados, provocando

una particién del campo cristalino de la configuracién electrénica 5d de los iones de Ce3*.
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Fig. 16 Andlisis normalizado del rendimiento cuéntico de la muestra YAG:Ce3*.

3.2 Analisis de la conjugacion de YAG:Ce3*/quitosano

3.2.1 Evaluacion morfoldégica por microscopia electrénica de barrido

Se identific6 que las LNPs de YAG: Ce®*/Ch mostraron diferentes morfologias, principalmente se
reportaron particulas alargadas y redondas que embebian al material cristalino YAG: Ce¥, y particulas con
superficie no porosa conjugadas. La morfologia de las particulas revestidas con quitosano esta
estrechamente relacionada con la velocidad de goteo de la técnica de nanoprecipitacion, los lavados

brindados y el secado final involucrando la evaporacién de solventes (Moreno et al., 2018).
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Mediante este andlisis se puede concluir que la atraccién electrostatica ocurrié entre las dos especies con
cargas opuestas en solucion, causando que el biomaterial quitosano se adhiriera a la superficie de las
nanoparticulas de YAG: Ce3*. En este caso, el quitosano no solo estabilizé las LNPs de YAG: Ce®, sino que

también evitd su agregacién, en comparacion con las muestras analizadas de YAG: Ce** (Wu et al., 2016).

19 40 SEM_SEI
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Fig. 17 Micrografia SEM de las LNPs YAG: Ce*/ Ch. Los diferentes paneles muestran magnificaciones
correspondientes a 10 um (superior izquierdo), 5 um (superior derecho), 5 um (inferior izquierdo) y 5 um (inferior
derecho).

3.2.2 Ensayo de espectroscopia de energia dispersiva

El andlisis EDS de la superficie de la muestra de YAG:Ce*"/ Ch detectd elementos tales como oxigeno (0),
aluminio (Al) e itrio (Y) correspondientes a la fase tipo granate YAG, y carbono (C) correspondiente al
quitosano. Se ha reportado que el quitosano posee elementos tales como oxigeno (O), nitrégeno (N),
hidrégeno (H) y en un mayor porcentaje al elemento carbono (C) (Alvarenga et al., 2011). Este analisis
muestra que el quitosano ha sido transferido a la superficie de las nanoparticulas de YAG: Ce*. El
porcentaje atdmico del elemento Al fue ligeramente mas alto que el de Y, coincidiendo con los porcentajes
atdmicos de YAG: Ce3* antes descritos en la Tabla 1. En el caso del elemento itrio, se ve reflejado un
porcentaje atédmico inferior a comparacion de los demas elementos, esto se debe a la correcta incrustacion
de iones Ce* en la red cristalina. Los elementos Ce, N e H no pudieron ser localizados debido al bajo

porcentaje ocupado en el nanocristal. Se sostiene que debido a que el nitrégeno se degrada al ser
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totalmente deacetilado el quitosano, es muy probable encontrarlo en porcentajes bajos (Alvarenga et al.,

2011).

Spectrum 2

Fig. 18 Elementos presentes en la red cristalina del material sintetizado YAG: Ce3*/Ch. Los elementos existentes
fueron: aluminio, itrio, oxigeno y carbono.

Tabla 2. Porcentajes atémicos de las nanoparticulas YAG: Ce3*/ Ch.
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3.2.3 Comparacién morfolégica por TEM de NPs de YAG: Ce®y NPs de YAG: Ce3*/Ch

Las reacciones entre el nanofdsforo YAG: Ce*'y el biopolimero quitosano fueron estudiadas con ayuda de
diversas micrografias TEM. La Fig. 19, muestra la comparacidon de las nanoparticulas de YAG: Ce*
(desnudas) y embebidas en quitosano, confirmando la formacién de LNPs YAG: Ce3**/Ch con tipo de
estructura core-shell. Se confirmd la conjugacion de la estructura cristalina junto con la formacién de la
fase amorfa del quitosano. Esto se debe a la reprecipitacion y reestructuracion del quitosano después de
la disolucion en medio acido (Tee, 2005). Las macromoléculas de quitosano pueden formar diversas
configuraciones de forma en soluciones especificas. Estas formaciones pueden ser estudiadas por

viscometria (at).

Este andlisis reveld que a una concentracion de quitosano al 1%, el tamafio promedio de particula aumenté
de 51.7 nm a 58.2 nm. De este modo, el uso del disolvente acido acético durante la sintesis de la solucidn
de quitosano y las diferencias relacionadas en el potencial iénico y el pH de dicha solucién, condujo a varias
configuraciones de forma de tipo varillas rigidas enredadas de las macromoléculas de polisacaridos en el

material nanocristalino de YAG: Ce3".

Se reportd que pesos moleculares del quitosano (Mv) menores a 220,000 Da adoptan una conformacion
de embobinados aleatorios (a > 0.65), debido a que poseen mas enlaces intermoleculares de hidrégeno y
una mejor distribucién de carga (Struszczyk et al., 2002). Asi mismo, los grupos protonados estuvieron
totalmente neutralizados por la fuerza iénica del nanofésforo YAG: Ce®'. Las fuerzas de repulsién
electrostatica desaparecieron; y la conformacién del quitosano se convirtié en una red compacta (Wang

etal.,, 1991).

Fig. 19 Micrografias TEM, magnificacién de 10 nm . a) LNP desnuda YAG: Ce* y b) LNP de YAG: Ce3* embebida en
quitosano.
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Fig. 20 Micrografia TEM, magnificacién de 5 nm. a) LNP de YAG: Ce3*/Ch, regién marcada por un cuadro, b) Perfil
de intensidad y Transformada de Fourier a lo largo de la regidon marcada, (c) espaciado interplanar de la red cristalina.

El espaciado interplanar de las franjas de la red cristalina en el pardmetro d,11, se estimé en 0.486 nm,
siendo menor que el valor estandar del fésforo YAG (d211 = 0.4905 nm, JCPDS: 33-0040). El aumento del
tamanio, la fraccion de volumen y la alineacién de los cristalitos, asi como el espaciado interplanar
reducido, dan como resultado un aumento significativo de las propiedades dpticas de la nanoparticula

YAG: Ce®*/Ch (He et al., 2016).

3.2.4 Exploracién a diferentes concentraciones por TEM de LNPs de YAG:Ce3*/Ch

Con el fin de obtener un comportamiento luminiscente éptimo de las LNPs de YAG:Ce* sin perder las
propiedades nobles del embebido de quitosano, se realizd el analisis a diferentes concentraciones de
quitosano (1, 2, 3,y 4%). A partir de los resultados obtenidos, se demostré que todas las LNPs presentaron
buena homogeneidad sin mostrar ninguna separacion de fases (Alvarenga et al., 2011). Se observo una
excelente uniformidad del biopolimero en la superficie de las LNPs. Los resultados analizados mostraron
que al 1y 2% de quitosano, el grosor promedio de la nanoparticula fue de 10.7 nm, sin mostrar diferencias
morfoldgicas significativas. Al analizar las LNPs embebidas a 4% de la concentracion de quitosano, éstas

mostraron un aumento del 10% en el tamafio de su grosor promedio.
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Fig. 21 Analisis del grosor del embebido. Micrografias TEM 5 nm y evaluacion estadistica del grosor de YAG:
Ce**/Cha) 1% b) 2%y, c) 4%.

3.2.5 Rugosidad superficial de LNPs YAG:Ce3*/Ch por microscopia de fuerza atémica

El andlisis mostré que la capa superior de compuestos de la muestra YAG: Ce**/Ch se encontraba
organizada en un patrdn caracteristico de polimeros con varios indicios de rugosidad superficial irregular,
encontrandose segregadas en microfases para formar nanoestructuras periddicas amorfas (Cardenas et
al, 2010). Los cristales presentaron ~10 nm de altura y una rugosidad promedio de 0.22 nm. Por otro lado,
los resultados indicaron que al aumentar el volumen del biopolimero se mostré menos uniformidad en su
superficie, asi mismo, se sugiere que el tiempo y temperatura de secado de la muestra YAG: Ce**/Ch puede

influir de manera directa en su morfologia.
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Fig. 22 Micrografia en modo tapping de AFM YAG: Ce3* /Ch. a) Modo de vista superior, b) Figura 3-D, rugosidad
superficial del biopolimero 15 X 15 pm?.

3.2.6 Fotoluminiscencia de las LNPs de YAG: Ce3*/Ch

Las LNPs a distintas concentraciones de quitosano al ser irradiadas con luz azul presentaron la emisién de
fluorescencia en color amarillo. A pesar de la simplicidad de este estudio, se observé que la conjugacién
de las LNPs de YAG: Ce*/Ch presentaban gran dispersabilidad y buena fotoestabilidad en agua (Cardenas
et al, 2010).

Los espectros de emision de todas las soluciones de YAG: Ce3*/ Ch mostraron la emisién del mondmero.
Las longitudes de onda de emisién 535 a 540 nm se modificaron ligeramente con el aumento de la
concentracion de Ch. Se observd que la intensidad de fluorescencia de las LNPs permanecié muy débil a
concentraciones bajas de quitosano al 1%. Por otro lado, la intensidad de fluorescencia aumentd
significativamente con el incremento de la concentracidn de quitosano al 2%. Sin embargo, las
concentraciones al 3% no produjeron ninglin aumento de la intensidad de fluorescencia. Del modo
contrario, la intensidad de fluorescencia de las LNPs embebidas YAG: Ce3*/Ch disminuyé en comparacién
con el andlisis del espectro de emision de fotoluminiscencia de las LNPs de YAG: Ce3*'. Una posible
explicacién es que la fluorescencia del material YAG: Ce®*/Ch se ve afectada principalmente por el tamafio

de las LNPs core-shell y por la transferencia de energia entre los iones del nanocristal con los de su
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conjugado. También puede deberse al mayor nimero de nanocapas entrelazadas en la superficie de las

LNPs, ocasionando un mayor cambio en los indices refractivos y efectos pantalla (Alves, 2016).
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Fig. 23 Anilisis cualitativo y cuantitativo de fotoluminiscencia de la muestra YAG: Ce*/Ch a diferentes
concentraciones de Ch. Panel izquierdo, muestra la emisidon amarilla caracteristica de la LNPs, panel derecho se
muestra el espectro de emisién de YAG: Ce3*/Ch.

3.2.7 Rendimiento cuantico del conjugado

Los rendimientos cudnticos de luminiscencia (QY) de las muestras de YAG: Ce3*/Ch a diferentes
concentraciones de quitosano, con un porcentaje de 2% del ion activador en todas las muestras, fueron
estudiados a una longitud de onda de excitacidn correspondiente a 450 nm. Los rendimientos cuanticos
mas altos fueron observados en las muestras de YAG: Ce*/Ch a una concentracion de 2% de quitosano,
con un rendimiento cudntico ~30%. Para la muestra conjugada al 1%, el rendimiento cuantico decremento
de modo considerable (~11%). Mientras que para las muestras al 3 y 4%, el rendimiento cuanto se mantuvo
de 24 a 21%. Se confirmd que, para las muestras embebidas a concentraciones mas bajas del biopolimero,
la precision del rendimiento cuantico es menor debido a la reflectividad relativamente alta. Asi mismo, la
fluorescencia del nanofdsforo YAG: Ce® pudo ser evaluada cuantitativamente, la cual fue considerada

buena y estable a pesar de su conjugacién (Bachmann et al., 2009).
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Fig. 24 Andlisis normalizado del rendimiento cudntico de YAG: Ce**/Ch a diferentes concentraciones de Ch.

3.3 Analisis de la funcionalizacion de YAG: Ce3*/Ch-FA

3.3.1 Exploraciéon comparativa de las LNPs de YAG: Ce3*/Ch y YAG: Ce3*/Ch-FA por SEM

Las LNPs de YAG: Ce3**/Ch y YAG: Ce**/Ch-FA mostraron misma morfologia que las antes descritas en el
apartado 3.2.1. La funcionalizacion se relaciond con la velocidad de reaccidn, entre los conjugados y la

amina libre del Ch en la superficie del embebido a través de la reaccion quimica EDC/NHS (Kim, 2017).

Pen
B g )

Fig. 25 Micrografia SEM de las LNPs YAG: Ce3*/ Ch-FA. Diferentes paneles con magnificaciones correspondientes a
10 um (superior izquierdo), 5 um (superior derecho), 5 um (inferior izquierdo) y 5 um (inferior derecho).
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3.3.2 Composicion quimica de las LNPs YAG: Ce3*/Ch-FA

El andlisis EDS de la superficie de la muestra de YAG: Ce3*/ Ch-FA detecté los elementos: oxigeno (0),
aluminio (Al) e itrio (Y) correspondientes a la fase tipo granate YAG. También se ubicé al elemento carbono
(C) correspondiente al quitosano en un menor porcentaje atémico (24%) comparado con la Tabla 2.
Concluimos que este decremento en el porcentaje del biopolimero es debido al método empleado para

funcionalizar la nanoparticula con acido félico (Tabla 3).

Spectrum 1

Fig. 26 Elementos presentes en la red cristalina del material sintetizado YAG: Ce3*/Ch-FA. Los elementos existentes

fueron: aluminio, itrio, oxigeno y carbono.

Tabla 3. Porcentajes atdmicos de las nanoparticulas YAG: Ce3*/ Ch-FA
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3.3.3 Comparacién morfolégica por TEM de las LNPs de YAG:Ce3*/Ch y YAG:Ce3*/Ch-FA

Utilizando el método comparativo descrito en el capitulo anterior se pudo demostrar que
morfoldgicamente no se presentd cambio significativo entre las LNPs. La imagen correspondiente a YAG:
Ce*/Ch presenta una conjugacion uniforme con el nanofdsforo, misma que se observé en las LNPs
funcionalizadas. El andlisis indicé que el promedio del grosor del biopolimero correspondié a 7.5 nm. El
objetivo de este estudio fue verificar y determinar la estabilidad morfolégica de las nanoparticulas

funcionalizadas.

b

Fig. 27 Comparacién morfoldgica de a) YAG: Ce3*/Ch y b) YAG: Ce®*/Ch-FA.

3.3.4 Rugosidad superficial de LNPs YAG:Ce3*/Ch-FA por AFM

La micrografia mostro que la capa superior de compuestos de la muestra YAG: Ce3*/Ch-FA se encontraba
organizada de forma definida mostrando morfologia regular en comparacién con la morfologia de
superficie mostrada en las NPs YAG: Ce* desnudas y embebidas. Se ubicaron poblaciones heterogéneas
de LNPs de YAG: Ce3*/Ch-FA. Esto podria deberse a reactivos residuales del éster de NHS formado a partir
de la reaccion de EDC/NHS con grupos carboxilicos el cual es propenso a hidrdlisis. Dicha reaccién no
eliminada por completo mediante lavados y secados, es favorecida a distintos pH (acido-basico) alterando
los contornos de las nanoparticulas de YAG: Ce**/Ch-FA (Ruozi et al., 2014). Los cristales presentaron ~10

nm de altura, una rugosidad promedio de 0.21 nm.
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Fig. 28 Micrografia en modo tapping de AFM YAG: Ce** /Ch-FA. a) Modo de vista superior, b) Figura 3-D, rugosidad
superficial de las LNPs funcionalizadas, 15 X 15 um?.

3.3.5 Evaluacion por espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

Las diferentes LNPs sintetizadas presentaron los picos caracteristicos 788, 691 cm™ correspondientes a las
vibraciones caracteristicas de Al-O, mientras que los picos, 723 y 628 cm™ corresponden a las vibraciones
caracteristicas Y-O, sugiriendo la existencia de la fase YAG. Las nanoparticulas de YAG: Ce3*/Ch mostraron
el pico caracteristico en 1325 cm™ asignado a las vibraciones tipo stretching o estiramiento asociado a los
grupos amino del Ch. El pico a 1028 cm™ se volvié menos intenso en la nanoparticula de YAG: Ce3*/Ch, lo
gue muestra que las vibraciones de estiramiento C-O se redujeron. La banda de vibracion a 3361 y 3291
cm caracteristica del Ch no se presentd en la LNP, dicha banda confirmaria la existencia de vibraciones
de N-H. La banda caracteristica a 2877 cm™ se atribuy6 a la presencia de glutaraldehido en el compuesto.
Esto se debe al enlace tipico —CH alrededor de 2900 cm?, por lo tanto, en el nanocristal se confirmd el
entrelazamiento del biopolimero (Dennis et al, 2016). Por otra parte, las nanoparticulas de YAG: Ce**/Ch-
FA presentaron el pico caracteristico del FA correspondiente a 1693 cm™, mostrando las vibraciones
moleculares tipo stretching, carboxilicas C=0. Las bandas entre 1338 -1194 cm™ son atribuidas a
absorciones de banda caracteristicas del anillo de fenilo y pterina, confirmando su correcta

funcionalizacion (Raouf & Mahdi, 2014) (Hammud et al, 2010).



37

99
88L
77k

66}
100.8E
96.6

*
3361 3291

©
N
I

88.2I 1ossr13;_sj:"'

90 L
72 1693 1338 1194
54

36

95

]

76 zstr 1325 1528
57
38
95

Transmitancia (%)

it Acido félico
57 788~ W & - Quitosano
725 628 YAG:Ce*'/Ch-FA

38 1] '] '] 1] '] .591
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 =——YAG:Ce*'/Ch
Numero de onda (cm™) —YAG:Ce®*

Fig. 29 Espectros FTIR de los diferentes tipos de LNPs y compuestos quimicos. a) Acido félico, b) Quitosano, c) YAG:
Ce3-Ch-FA, d) YAG: Ce®**-Ch, e) YAG: Ce*.

3.3.6 Absorbancias obtenidas por espectroscopia UV-vis de las LNPs

Se observé un inicio de absorbancia a aproximadamente A = 800 nm. En general, los espectros UV-vis de
las LNPs de YAG: Ce3* no presentaron picos exciténicos claramente definidos, las cuales pueden asociarse
con la dispersion relativa. Por otro lado, los grupos funcionales en la superficie de estas LNPs no presentan
transiciones electrdnicas de 200 nm a 800 nm (Ramanery et al., 2016). El espectro UV-Vis del Ch puro es
complejo y aparece como una banda de absorcion continua, esto debido a la superposicidn de transiciones
rotacionales y vibratorias en las transiciones electrénicas dando como resultado final una combinacién de
lineas superpuestas. Se presenté la absorcidn caracteristica de quitosano por debajo de 220 nm, la cual
revela su presencia. Un pequefio pico observado en el rango de 320-340 nm es atribuido a las oxidaciones
independientes del quitosano (Kumirska et al., 2010). El material YAG: Ce®/Ch mostré los mismos picos
correspondientes a dicha oxidacién. En estas condiciones, el espectro de la solucion de acido félico mostro
tres bandas bien definidas de maxima absorcién, en longitudes de onda correspondientes a 255.5, 283.0

y 365.5 nm. Los espectros UV mostraron que el acido félico tiene una absorcion fuerte alrededor de 283
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nm para las transiciones ri-t* del anillo de pterina a pH 7.4, se puede observar que no se presentd ninguna
banda nueva, pudiendo ser atribuida a la alteracién del estado complejo en la transicion n-i* del sistema
1t conjugado, por lo que la capacidad de aceptacidn de protones aumenta (Hammud et al., 2013). Los
mismos picos correspondientes al acido fdlico, en especifico los correspondientes a 283.0 y 365.5 fueron
observados en la muestra de YAG: Ce*/Ch-FA, por lo tanto, podemos concluir que el material fue

funcionalizado.
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Fig. 30 Espectros Uv-vis de las diferentes LNPs y compuestos quimicos. a) YAG: Ce®* y b) Quitosano c) YAG: Ce%*/Ch
d) acido félico e) YAG: Ce3*/Ch-FA.

3.3.7 Estabilidad de las LNPs en medio acuoso caracterizadas por Potencial Zeta

El valor promedio del potencial Zeta de las LNPs de YAG: Ce** fue de -23.5, las cuales son eléctricamente
estables en medio acuoso. En contraste, las LNPs de YAG: Ce*/Ch presentaron un valor promedio de
potencial Zeta menor de -19.0, ocasionando floculaciones y estabilidad fisica empobrecida. Las LNPs de
YAG: Ce3*/Ch-FA presentaron un potencial Zeta de -24.5. Las fuerzas de repulsién excedieron las fuerzas
atractivas, resultando en un sistema estable monodisperso (Greenwood et al., 2003). Se puede concluir
que el potencial Zeta estuvo fuertemente influenciado por las impurezas de las nanoparticulas
luminiscentes, tamafio de nanoparticula, el medio estudiado, y el pH. Cuando las nanoparticulas

luminiscentes se dispersan en agua, el potencial zeta depende estrechamente de las fuerzas de repulsion
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altas de la especie molecular y de la condicidn de la superficie. El alto potencial negativo de las LNPs YAG:

Ce**/Ch-FA sugiere una dptima estabilidad coloidal en solucién acuosa.
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Fig. 31 Potencial Zeta de las diferentes LNPs sintetizadas. a) YAG: Ce®* b) YAG: Ce**/Ch c) YAG: Ce**/Ch-FA.

3.3.8 Reporte de dispersion de luz dindmica y tamafio de particula

Se analizé el tamafio de particula y la distribucién del radio hidrodindmico en volumen derivado de los
perfiles de intensidad para los diferentes tipos de LNPs (YAG: Ce®, YAG: Ce*/Ch, YAG:Ce3*/Ch-FA). El
analisis demostrd que la distribucidn del volumen no es lo suficientemente sensible como para detectar
una cantidad escasa de agregados. Sin embargo, los picos de multiples ejecuciones no coinciden entre si,
lo que indica que esencialmente es un reflejo de muestra heterogénea. Se observé que las LNPs tienden a
precipitarse muy rapidamente, sugiriendo la presencia de especies de alto peso molecular. La dispersién
excesiva también enmascara la luz dispersada de baja intensidad de particulas mds pequefias. Asi mismo,
pueden aparecer picos de intensidad en tamafios mas pequefios (0-10 nm) debido a la difusidn rotacional
de particulas (Stetefeld et al., 2016). En comparacidn con el analisis realizado por TEM, las nanoparticulas
mostraron tener un mayor tamanio. Esto debido a la posible opsonizacién o adsorcién de iones en la capa

difusa de la nanoparticula.
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Tabla 4. Evaluacién de porcentajes dispersion de luz dindmica.
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Caracterizacion in vitro

3.4.1 Ensayo de viabilidad celular

10000

La citotoxicidad de las LNPs en células se debe a factores tales como la naturaleza quimica de la superficie

del material, su composicidon quimica y estabilidad coloidal en un medio en especifico. El efecto citotdxico

de las LNPs (YAG: Ce®, YAG: Ce3*/Ch, YAG: Ce3*/Ch-FA) en la actividad mitocondrial celular aumenté en

relacién con el aumento de la concentracién de los nanocristales. Se reporté que las LNPs de YAG: Ce3;

tanto para las lineas celulares 293T y MDA-MB-231, a 24 y 48 h de la incubacion a concentraciones altas

de 100 pg/mL; las células sobrevivieron a mas del 90%. En comparacién con las células T47-D, las cuales a

una concentracién de 100 pg/mL de YAG: Ce* (48 h), mostraron una viabilidad superior al 80%. Al
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administrar las LNPs de YAG: Ce**/Chy YAG: Ce**/Ch-FA en las lineas celulares 293T y MDA-MB-231 (24 h),
mostraron grado de citotoxicidad por encima de 12.5 pg/mL, siendo el porcentaje de células viables
limitado en un 25%. Los resultados del ensayo MTT para estos dos tipos de LNPs, mostraron una
disminucién dependiente de la concentracidon en la actividad mitocondrial para las células incubadas

durante 24 h.

La incubacidn a 48 h con LNPs conjugadas y funcionalizadas en células 293T, MDA-MB-231 y T47-D,
aumento la viabilidad celular al 15%. Este resultado concuerda muy bien con las propiedades reportadas
del quitosano (Gao et al., 2012). Se ha demostrado que al analizar la citotoxicidad del quitosano nativo a
24,48y 72 h, las células estudiadas proliferaron de modo gradual, obteniendo una viabilidad celular mayor
al 95% a las 72 h, en comparacion con el bajo porcentaje de viabilidad celular de 85% observado a las 24

h (Mitra et al., 2013).

Existieron diferencias significativas entre las diferentes formulaciones de LNPs con la linea celular T47-D
(24 y 48 h). Se sugiere que la disminucidn de la viabilidad celular (40%, 25 pg/ml) se debidé a una mejor
internalizacién de las nanoparticulas funcionalizadas. Adicionalmente, se sugiere que factores como area
superficial, el tamafio y la forma, afectan en gran medida la citotoxicidad de las LNPs. De cualquier modo,
al realizar modificaciones quimicas en la estructura del quitosano, estas pueden influenciar
significativamente al perfil citotéxico (Lewandowska et al.,, 2014). Por lo tanto, la citotoxidad de las
nanoparticulas conjugadas y funcionalizadas deben ser analizadas de modo particular. Se reporté que las
LNPs conjugadas poseen cargas positivas en su estructura (52-55 mV), siendo este responsable de su
actividad citotdxica debido a su adsorcién en la membrana celular cargada negativamente, seguido de un
proceso de estabilizacidén gradual de cargas entre ellas. Se sabe que los grupos amino, asi como los grupos
carboxilicos en altas concentraciones, no son favorables para la proliferacién celular (Qi et al., 2013). Por
otro lado, se sugiere considerar el grado de desacetilacion y la variacién de pesos moleculares ya que son

dos factores determinantes en los efectos del quitosano en el crecimiento celular.

Finalmente, se comprobé que distintos tipos de lineas celulares se comportan de manera muy particular
con las diferentes LNPs sintetizadas, principalmente LNPs embebidas con quitosano debido a la diferencia
en los grados de desacetilacién ocasionados durante las diferentes etapas de sintesis. Como resultado se
sugiere su potencial aplicacion como bioetiquetadores para células tumorales, ya que puede ser eliminado

por diversas enzimas como lisosomas y glucosamidasas. (Gao et al., 2012).
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Fig. 33 Efecto de la viabilidad celular de las NPs de YAG: Ce®*, YAG: Ce3*/Ch, YAG: Ce3*/Ch-FA. Los resultados se
expresan como la media + SEM * P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001; y **** P <0.0001 obtenido usando ANOVA de 2
vias con una prueba posterior de Tukey.
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3.4.2 Internalizacion de las LNPs caracterizadas por microscopia confocal

Las LNPs de YAG: Ce* fueron localizadas en un mayor porcentaje en la membrana celular. Sin embargo,
para los casos de YAG: Ce**/Ch y YAG: Ce*/Ch-FA, se encontraron localizadas en un mayor porcentaje
(75%) en el citoplasma. Por otro lado, las LNPs de YAG: Ce**/Ch-FA mostraron una captacién mas alta que
las de YAG: Ce3*/Ch. Las células T47-D internalizaron mayor cantidad de LNPs de YAG: Ce3*/Ch-FA (90%),
en comparacién con las células MDA-MB-231 80%). Esto se atribuye a la cantidad sobrexpresada de
receptores de folato en células T47-D, en consecuencia, a la endocitosis mediada por receptores folato
(Fig.36). Adicionalmente, se observd la formacidn de vesiculas de diferentes tamafios en el interior de las
diferentes células estudiadas. La formacion de vesiculas de gran tamano se debe probablemente a que las

LNPs se encontraban aglomeradas (Fig. 34).

Los resultados fueron consistentes a los antes descritos en los ensayos de viabilidad celular, indicando: (1)
formacién de agregados de endosomas con gran cantidad de LNPs, (2) las LNPs dentro de las vesiculas
formadas no se unieron al nucleo celular, permaneciendo en la region citoplasmatica, y (3) la integridad
de la membrana celular no se mostré comprometida a una concentracidn de 25 pg/mL durante 6 h. Se

concluye que la captacién celular del sistema presentado puede mejorarse utilizando acido félico como

ligando de direccionamiento.

Fig. 34 Formacion de endosomas o vesiculas en el interior celular. Campo claro, campo obscuro e imagenes
superpuestas (5 um) de células MDA-MB-231 tratadas con YAG: Ce3*/Ch-FA (25 pg/ml) a 6 h. Las imagenes son falsas
coloreadas donde se indica la formacion de vesiculas con flechas rojas.
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Fig. 35 Captacion de las LNPs. Campo claro, campo obscuro e imagenes superpuestas (5 um) de células MDA-MB-
231 y T47-D tratadas con YAG: Ce®,YAG: Ce3*/Ch y YAG: Ce*/Ch-FA (25 pg/ml) a 6 h. Las imagenes son falsas
coloreadas, mostrando la internalizacion de las LNPs.
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Fig. 36 a) Comparacion del porcentaje de la sefial de intensidad de las diferentes NPs en lineas celulares cancerosas,
b) Cantidad de NPs internalizadas en lineas celulares MDA-MB-231 y T47-D celular células.
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Capitulo 4. Conclusiones

En este trabajo, se estudiaron las propiedades luminiscentes y fisicoquimicas de las LNPs de YAG: Ce®*
funcionalizadas con 4cido félico para ser implementadas como bioetiquetadores de células de cancer de
mama MDA-MB-231 y T47-D. Se encontré que el rendimiento cudntico de las LNPs de YAG:Ce®*
sintetizadas por el método de sol gel fue del 35%. Adicionalmente, con respecto a las propiedades
luminiscentes, se encontré que hay una disminucidon de mas, del 15% en la intensidad de luminiscencia
cuando las LNPs son conjugadas con quitosano, sin embargo, la intensidad luminiscente fue lo
suficientemente alta para estudiar su internalizacién en células tumorales. Los ensayos de citotoxicidad en
las diferentes lineas celulares estudiadas mostraron que las LNPs YAG: Ce®* funcionalizadas con &cido félico
pueden ser citotéxicas dependiendo de la captacion mediada por receptores folato. Finalmente, los
estudios de internalizacidn de las LNPs visualizados por microscopia confocal, demostraron que pueden
ser utilizados como bioetiquetadores al ser detectados por su luminiscencia. Adicionalmente se observd
gue las LNPs pueden ser endocitadas y localizarse en vesiculas en la regiéon citoplasmatica de la célula.

Algunos puntos que resaltan en la presente investigacion son los siguientes:

Se sintetizaron nanoparticulas luminiscentes de YAG: Ce* por el método de sol-gel, las cuales pueden

ser excitadas con luz azul (450 nm) y emitir en amarillo (540 nm).

e Se determind que la concentracién éptima del ion dopante es de 2%. Ya que otras variaciones en los

porcentajes de dopaje presentaron poca o nula intensidad en la emision.
e Eltamafio de particula obtenido de YAG: Ce* fue de 50 nm aproximadamente.

e Selogré embeber las LNPs de YAG: Ce* con quitosano obteniendo una eficiencia cuantica de 30%, las

cuales fueron posteriormente funcionalizadas con acido fdlico.

e Con el fin de verificar su morfologia cristalina y polimérica de los conjugados, las LNPs fueron
caracterizadas mediante las microscopias TEM, SEM, AFM. Asi mismo se determiné la composicién

guimica y estabilidad de las LNPs mediante EDS, UV vis, XRD y potencial Zeta.

e Se determind el efecto citotdxico de las LNPs desnudas, conjugadas y funcionalizadas en diferentes
lineas celulares de cancer de mama y se compararon resultados con linea celular normal de rifidn

embrionario.

e Se comprobd una mejor captacion celular al funcionalizar las LNPs y administrarlas a células con mayor

contenido de receptores folatos.
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