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Resumen de la tesis que presenta Eduardo Lucero Meza como requisito parcial para la obtencién del grado
de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacidon en Biomedicina y Bionanotecnologia.

Anadlisis farmacocinético de nanoparticulas luminiscentes con quitosano y acido félico para uso en
deteccion de cancer de mama

Resumen aprobado por:

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

El cancer es un grupo de enfermedades que se caracteriza por el crecimiento desregulado de células,
donde su diagnéstico y reseccion pueden ser complicados debido a la alta tasa de falsos negativos o
positivos derivados de fallas técnicas y humanas, por lo que actualmente se emplean agentes de contraste
qgue hacen mas facil de identificar el tejido tumoral. No obstante, estos tienden a acumularse en ciertos
tejidos, por lo que es necesario explorar alternativas que complementen los métodos de deteccién de
cancer actuales. Por lo anterior, nuestro grupo de laboratorio se ha enfocado en la investigacién de
nanoparticulas luminiscentes sintetizadas a partir de elementos de terras raras, como son las
nanoparticulas YAG:Ce3* y Gd,0s:Eu®, las cuales, son capaces de emitir luz al ser excitadas con longitudes
de ondas pertenecientes al espectro visible y ultravioleta respectivamente. Estas nanoparticulas pueden
ser funcionalizadas con polimeros naturales y ligandos especificos para receptores expresados en células
de cancer, con lo que se lograria mejorar su biocompatibilidad y especificidad para detectar a las células
cancerosas. Partiendo de esos principios, en este trabajo se sintetizaron y se caracterizaron nanoparticulas
YAG:Ce* y Gd,0s:Eu®, las cuales fueron funcionalizadas con quitosano y acido félico. Posteriormente se
compararon sus caracteristicas fisicoquimicas y se comprobé in vitro, que, ambas nanoparticulas no son
citotdxicas para células normales, y que a altas concentraciones, las nanoparticulas YAG:Ce**, disminuyen
la proliferacién de células cancerigenas. Posteriormente, se determinaron los efectos que las
nanoparticulas podrian causar in vivo en un modelo murino por medio de andlisis farmacocinético,
biodistribuciéon y cuantificacion de células del sistema inmune. Los resultados de estos andlisis
demostraron que las nanoparticulas YAG:Ce*, funcionalizadas con quitosano y dcido félico, podrian ser
seguras para su utilizacidon en organismos vivos, ya que no se observd acumulacién en la mayoria de los
tejidos explorados ni decremento significativo en las poblaciones de células inmunes analizadas. No
obstante, aln se requieren de estudios futuros en el area de nanoparticulas luminiscentes para determinar
las mejores condiciones fisicoquimicas y luminiscentes para su aplicacion in vivo.

Palabras clave: nanoparticulas luminiscentes, quitosano, acido félico, farmacocinética, biomarcadores,
biocompatibilidad.



Abstract of the thesis presented by Eduardo Lucero Meza as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Life Science with orientation in Biomedicine and Bionanotechnology.

Pharmacokinetics analysis of luminescent nanoparticles with chitosan and folic acid to use in breast
cancer detection.

Abstract approved by:

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

Cancer is a group of diseases characterized by unregulated cell growth, in which diagnosis and resection
can be hard to perform due to the high rate of false negatives or positives derived from technical issues
and human error, therefore, contrast agents are currently used to facilitate tumor tissue detection.
However, current contrast agents tend to accumulate in certain tissue, so it’s necessary to explore new
alternatives to complement and enhance current cancer detection methods. Because of this, our research
group has focused on investigating luminescent nanoparticles synthesized from rare earth elements, such
as YAG:Ce** and Gd,03:Eu®, which are capable of emitting light when they’re stimulated by wavelengths
within the visible and ultraviolet spectrum respectively. These nanoparticles can be functionalized with
natural polymers and specific ligands for certain receptors expressed on cancer cells, thus enhancing their
biocompatibility and specificity to detect these cells. From these principles, in this work, YAG:Ce®** and
Gd,03:Eu®* nanoparticles were synthesized and functionalized with chitosan and folic acid. Then, their
physicochemical characteristics were compared and it was found in vitro, that both nanoparticles are not
cytotoxic to normal cells, and that at high concentrations, YAG:Ce®* nanoparticles decrease cancer cell
proliferation. Then, the effects these nanoparticles could have in vivo in a murine model were determined
via pharmacokinetic analysis, bioaccumulation, and immune cell quantification. The results of these
analyses show that YAG:Ce* nanoparticles, when functionalized with chitosan and folic acid, could be safe
for their use on living organisms, as there was no visible accumulation in most of the explored tissue nor
a significant decrease of the immune cells that were analyzed. Regardless of this, future studies are still
necessary to determine the best physicochemical and luminescent conditions for these nanoparticles to
be used in vivo.

Keywords: luminescent nanoparticles, chitosan, folic acid, pharmacokinetics, biomarkers,
biocompatibility.
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Capitulo 1. Introduccidon

1.1 El cancer de mama, diagnostico y reseccion

El cdncer es un grupo de enfermedades que se caracteriza por la division descontrolada de células que
poseen inmortalidad replicativa y que pueden evadir la muerte celuar programada (apoptosis), llegando a
formar tumores que interfieren con el funcionamiento del organismo (Pérez-Herrero et. al., 2015). Cuando
estas células logran migrar del drgano inicial a otro en un proceso que se conoce como metdstasis, la

calidad de vida del paciente se ve aun mas comprometida (American Cancer Society, 2015).

El cdncer de mama es el tipo de cdncer con mayor incidencia en el sexo femenino y a pesar de los avances
en nuevos métodos de diagndstico, la aparicion de nuevos casos de este padecimiento sigue
incrementando cada afio (Wang et al., 2019; Sung et. al., 2020). Segun el Observatorio Global del Cancer
(GCO por sus siglas en inglés), en el afio 2020 se estimaron 2,261,419 nuevos casos de cancer de mama en
el mundo y 684,996 muertes a causa del mismo padecimiento (Sung et. al., 2020), mientras que en México,
donde el cancer de mama es también el mas prevalente en el sexo femenino, se registraron 29,929 nuevos

casos y se le atribuyeron 7,931 muertes en ese mismo afio (Sung et. al., 2020).

La mamografia es el método de deteccidén de cancer de mama por excelencia (Hassan et al., 2011), no
obstante,el sobre diagndstico y falsos positivos son un un serio problema que aun necesita ser remediado
(Houssami, 2017). Aunado a su imprecision, la exposicion prolongada a los rayos X que estos equipos
emiten puede resultar contraproducente, pudiendo incrementar la probabilidad de desarrollar la

enfermedad (de Gonzalez et. al., 2004).

Otros dispositivos que existen para el diagndstico de cancer de mama son los que emplean la emisién de
microondas y ultrasonido, pero el diagndstico debe ser complementado con mamografia al igual que las
imagenes obtenidas por resonancia magnética (MRI). Los dispositivos de MRI permiten generar imagenes
multi-direccionales sin exponer al paciente a radiacién ionizante, pero su uso estd condicionado a
pacientes de alto riesgo (i. e. con alta densidad mamografica). El principio funcional de los equipos de MRI
es a partir de la interaccidn entre un fuerte campo electromagnético con los protones en el tejido del
paciente. Uno de los parametros que determinan la calidad de la imagen, es la densidad de protones de
agua que se encuentran en los tejidos, la cual suele ser muy baja, por lo que se utilizan agentes de contraste

(Veiga et. al., 2020). Los liquidos de contraste son utilizados para obtener mejores imagenes y detalles que
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diferencian a un tejido de otro, por lo tanto incrementando las densidades entre tejidos tumorales
malignos y benignos asi como entre tejido sano y tumoral (Feng-Zhi et. al., 2020). Los liquidos de contraste
gue se encuentran con mayor frecuencia en el mercado y en la practica clinica, son los agentes de contraste
yodados, entre los cuales se encuentran el iodixanol, utilizado en imagenologia arterial y coronaria; el
iohexol y la iopromida, utilizados para imagenologia de tejido cerebral; y el iodixanol, cuyo uso es mas
general y utilizado para escaneo de cuerpo completo (Aslan et. al., 2020). Estos y otros agentes de
contraste a base de yodo presentan varias desventajas, pues pueden provocar nausea, fiebre, vomito, y
reacciones alérgicas, ademas de una rdpida eliminacidn del sistema circulatorio, pero con tendencia a
acumularse en tejido nervioso, rifiones e higado(Aslan et. al., 2020; Feng-Zhi et. al., 2020). Los agentes de
contraste son clave en los estudios por CT y MRI, pues con ellos se resalta y delimita el drea lesionada con
respecto al tejido normal, haciendo posible evaluar el tamafio, morfologia y patrén de desarrollo de la

malignidad (Feng-Zhi et. al., 2020).

Lainterpretacién de resultados en imagenologia estd propensa al error humano, pues estos son analizados
a comprension y vista del personal médico, complicando el diagndstico debido a la complejidad y
diferencias morfoldgicas que existe entre el tejido neoplasico entre diferentes pacientes (Feng et. al.,
2020). También se tiene una variabilidad significativa en la capacidad de diagndstico entre diferentes
modelos de equipos de MRI (Kuroki-Suzuki et. al., 2010). La tomografia computarizada, por otro lado,
presenta menor discrepancia entre diferentes equipos, sin embargo, esta técnica por si sola (sin agente de
contraste), no es efectiva para detectar cancer en etapas tempranas debido a su menor sensibilidad y

limitada resoluciéon espacial (Rahmim et. al., 2008).

Otro problema ligado a la deteccidn de células cancerosas, es la dificultad de diferenciar el tejido
neoplasico del tejido sano durante cirugia, donde la completa extraccidn de células tumorales es
fundamental para evitar relapsos de la enfermedad. La mayoria de los cirujanos aun utilizan su propia vista
y tacto para palpar e identificar el tejido maligno durante una cirugia de reseccidon de tumor, dejando
posibles residuos tumorales que pueden culminar en una recurrencia y por consiguiente, en mas
procedimientos quirdrgicos a futuro (Song et. al., 2019). Varias alternativas se han propuesto para
contrarrestar esta problemdtica, una muy prometedora es el diagndstico intraoperatorio empleando
agentes fluorescentes. En el trabajo de Song et. al. (2019), por ejemplo, utilizaron nanoplataformas
cargadas con un agente fluorescente estimulable a 780 nm (IR-780) para extraer tumores de cancer de
mama en un modelo murino. Otro método utilizado para la reseccién de un tumor, es el de Low et. al.

(2020), donde realizaron una cirugia para extraer un tumor cerebral pedriatrico con el apoyo de una
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técnica de MRI intraoperatoria, aunque en este caso, el equipo es bastante costoso y no muy practico

durante la cirugia.

Una alternativa a los agentes yodados, son los agentes de contraste a base de gadolinio (GBCA), un
elemento lantdnido o tierra rara pesada. Estos agentes de de contraste han tenido una extensiva
utilizacidn en imagenologia por CT-Scan y MRI desde la aprobacidn del primer agente de contraste de este
tipo en 1988 (Fu et. al., 2020). No obstante, se ha observado que los GBCA en pacientes con enfermedad
cronica de rifiones, promueven el desarrollo de fibrosis nefrogénica sistémica y tienden también a
acumularse en tejido nervioso por largos periodos de tiempo incluso en pacientes sin disfunciones renales,
aunque no se han identificado efectos adversos derivados de esta acumulacion (Perazella, 2009; Kanda et.
al., 2015; Fu et. al., 2020). Con esto en mente, se han buscado alternativas que empleen otros elementos,
y gracias a los recientes avances en nanotecnologia, se ha logrado el desarrollo de nuevos agentes de
contraste a escalas nanométricas y con caracteristicas que permiten un diagndstico preciso (Fu et. al.,

2020).

1.2 Nanoparticulas luminiscentes y su funcionalizacion

Actualmente se busca mejorar los métodos de imagenologia ya existentes a partir de nanoparticulas
estimulables con diferentes tipos de radiacidon electromagnética, a este tipo de nanoparticulas, se les
conoce como nanoparticulas fotoluminiscentes, pues son capaces de emitir luminiscencia al ser
estimuladas por la absorcion de fotones provenientes de otra fuente de luz de determinada longitud de
onda. Este fendmeno ocurre agracias a que los electrones excitados por estimulacién éptica vuelven a su
estado basal, lo que es acompafiado por la emisidn de fotones (Wang et.al., 2019). La emisién de fotones
en estos sistemas puede darse por conversidn ascendente o conversidn descendente. En las
nanoparticulas de conversion ascendente (Figura 1), los electrones son excitados por fotones de longitud
de onda larga (baja energia) para emitir un foton a una longitud de onda corta (alta energia) (Figura 1).
Por otro lado, la conversion descendente consiste en excitar a los electrones con la incidencia de fotones
a una longitud de onda corta (alta energia) para emitir un fotén a una longitud de onda mas larga, es decir,

de menor energia (Loo et al., 2019).

Las nanoparticulas son materiales que poseen por lo menos una dimension igual o menor a 100 nm, y es

por su tamafio, estabilidad de carga, hidrofilicidad y la posibilididad de ser funcionalizadas, que tienen gran
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potencial para utilizarse en aplicaciones biomédicas como el diagndstico de varios tipos de cancer
(Perfézou et. al., 2012). Existe una vasta variedad de nanoparticulas con diferentes caracteristicas que se
atribuyen al método de sintesis y a los elementos que las componen. Algunos materiales empleados son
las tierras raras, que por sus caracteristicas intrinsecas, han adquirido especial atencién en el area de
bioimagenologia como bioetiquetadores y agentes de contraste (Osorio, 2018; Araichimani et. al., 2020).
Al incluir tierras raras en una nanoestructura adecuada se obtienen materiales capaces de emitir energia

luminiscente, con gran estabilidad quimica (Boukerika et. al., 2014).

Emision por conversion descendente

Longitud de onda corta
(mayor energia)

NN\

Emisién por conversion ascendente

Longitud de onda larga
{menor energfa)

Longitud de onda larga
(mencr energia)

Longitud de onda corta
(mayor energia)

Figura 1. Diferencia entre emision por conversion descendente y conversion ascendente. En la conversion
descendente se inciden fotones de una longitud corta (alta energia) para emitir una longitud de onda mas larga
(menor energia). Caso contrario con la emisidn ascendente, donde la longitud de onda incidente es de menor energia
a la emitida.

A pesar de tener gran potencial para usos en biotecnologia, la toxicidad de las nanoparticulas
luminiscentes de tierras raras es muy poco conocida, especialmente en Las que podrian utilizarse en
imagenologia, pero se sabe que la toxicidad de estos materiales puede deberse a la concentracién, via de
suministro y carga superficial (Dong et. al., 2012). Para mitigar efectos citotdxicos de nanoparticulas
metadlicas se emplean cubiertas poliméricas como poletilenglicol (PEG), quitosano y alcohol polivinilico
para lograr mayor biocompatibilidad y tiempos de vida media aprovechables en circulacién (Dong et. al.,

2012; Marcato, 2014; Pem et. al., 2018).
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Los iones de lantanidos o de tierras raras por si solos y sin un material huésped, pueden generar problemas
de citotoxicidad e inestabilidad quimica al ser suministrados en organismos vivos, observando dafos en el
DNA y organelos celulares. Por esto, se opta por dopar materiales biocompatibles con iones de tierras
raras, lo que resuelve el problema de la inestabilidad quimica y la citotoxicidad, ademds de aprovechar las
propiedades épticas de estos iones (Mondal et. al., 2020). En el trabajo de Mondal et. al. (2020), se utilizé
hidroxiapatita como material hospedero para iones de Eu®** y Gd*', donde observaron que esta
combinacion es adecuada para utilizarse en métodos de imagenologia in vivo no invasiva, pues no reportan
una citotoxicidad significativa del material mientras se observan sus propiedades fotoluminiscentes a
través de la piel del modelo utilizado. No obstante, el trabajo carece de estudios farmacocinéticos, ya que
sélo reportan que el material ya no es observable en el drea suministrada después de 24 h, mds no se

reporta la busqueda de acumulacién del material en algun otro tejido.

Un compuesto muy utilizado como mejorador de biocompatibilidad, es el quitosano, un polisacdrido que
resulta de la desacetilacion de la quitina, componente principal del exoesqueleto de crustaceos (Nikapitiya
et. al., 2018). Este material posee propiedades que dependeran de su grado de desacetilacién (nimero de
grupos -NH) y peso molecular. Entre sus atributos, destaca su excelente biocompatibilidad, que no es
antigénico, es hidrofilico y puede interactuar con distintos componentes celulares de manera beneficiosa
(Zhong et. al., 2020). El quitosano es capaz de interrumpir de manera transitoria uniones adherentes en
tejidos, lo que le agrega un componente de permeabilidad, un motivo mas por el que puede ser utilizado
como un transportador de farmacos a sitios especificos como tumores, pues podria penetrar hasta el
microambiente tumoral, sumado a que ya actlia como un mejorador de biocompatibilidad de una extensa
variedad de nanoparticulas metalicas (Croisier et. al., 2013; Alavi et. al., 2019). Por las caracteristicas
mencionadas, el quitosano es un material con gran potencial y extensivo uso en dreas como la medicina,

biotecnologia, alimentos, agricultura y la industria en general (Nikapitiya et. al., 2018).

1.3 Antecedentes

1.3.1 Funcionalizacién de nanoparticulas YAG:Ce3* y GdO:Eu3*

Uno de los elementos de tierras raras que llama la atencidn, es el ion cerio (Ce®*), pues al dopar con este
ion una matriz de granate de 6xido de aluminio e itrio (YAG) (Figura 2), se obtiene un material con

excelente estabilidad quimica y propiedades dpticas favorables, como la posibilidad de ser excitadas luz
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visible y una emisiéon muy caracteristica (Boukerika et. al., 2014). En la matriz YAG, los iones Ce* son
estimulables con luz del espectro visible en el intervalo de 400 a 520 nm, con lo que emiten luz a una
longitud de onda de entre 480 a 700 nm (Osorio, 2018). En otras palabras, las nanoparticulas de YAG:Ce®*
son capaces de emitir una luz en color amarillo verdoso al ser estimuladas con luz azul no ionizante (Dong

et. al., 2012 ; Osorio, 2018).

Se ha comprobado que el YAG:Ce®*, en forma de nanovarillas y nanoparticulas sin modificaciones
superficiales, son citocompatibles con células troncales de médula ésea (Guo et. al., 2016) y en células de
cancer de higado (HepG2) (Dong et. al., 2012) Esto es por la presencia de grupos hidroxilo (OH-) y carboxilo
(COO-) presentes en la superficie de la matriz YAG, lo que le da una inherente hidrofilicidad, contribuyendo
a su biocompatibilidad. En el trabajo de Osorio (2018) se comprobd que las nanoparticulas de YAG:Ce3* no
son citotdxicas en dos lineas celulares de cancer de mama (MB-MDA-231 y T47-D), en este caso sin

recubrimiento y con recubrimiento de quitosano.

Figura 2. Estructura cristalina y coordinacion de una unidad de 6xido de aluminio e itrio tipo granate dopado con
iones de cerio. El cerio reemplaza al itrio de manera sustitutiva en la estructura. Figura adaptada, obtenida de: Wang
etal., (2015).

Otro tipo de nanoparticulas a base de tierras raras y con propiedades prometedoras para su aplicacion en
imagenologia in vivo, son las de dxido de gadolinio dopadas con el ion europio (Gd,0s:Eu®*). El Gd,03
presenta una estructura cristalina (Figura 3) que por su estabilidad quimica y térmica, resulta ser un buen
hospedero para el ion Eu®* (Jain et. al., 2016). Las nanoparticulas de Gd,03:Eu* muestran una emisidn en
los ~612 nm al ser excitadas con luz a ~254 nm. Debido a que los compuestos a base de gadolinio son

ampliamente utilizados como agentes de contraste en la resonancia magnética, estos son muy estudiados
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en ensayos toxicoldgicos, donde se ha determinado baja toxicidad. Debido a esto, las nanoparticulas

Gd,03:Eu®* podrian ser aptas para aplicaciones bioldgicas como inmunoensayos y bioimagenologia in vivo

(Jain et. al., 2016).

La fotoluminiscencia de estos materiales, tanto Gd,03:Eu®" y YAG:Ce¥, estd estrechamente relacionado
con el tamafio del cristal, morfologia y tamafio de la particula, pardmetros que dependen del método de

sintesis y el tratamiento térmico que se le da al material (Jain et. al., 2016; Osorio, 2018).

. Gd3+/Eu3+
® o>

Figura 3. Estructura cristalina y coordinacién de una unidad de 6xido de gadolinio dopado con iones europio. En
esta estructura el europio se coloca de manera sustitutiva en los espacios del gadolinio en una proporcién menor a
éste. Figura adaptada, obtenida de: Abdelrehman et al., (2020).

Debido a que el quitosano es insoluble en soluciones neutras, su tiempo de vida en circulacién es el
suficiente para soportar la pronta degradacidnen el torrente sanguineo (Zhao et. al., 2018). Se ha
reportado que el quitosano tampoco desencadena respuestas inmunes, propiedad que lo hace muy
deseable como un medio de transporte para farmacos y nanoparticulas para fines de tratamiento (Zhao
et. al., 2018). Se puede obtener mayor especificidad con la adicién de ligandos en la superficie del
quitosano, por sus grupos amino, es con otros grupos funcionales y ligandos especificos hacia receptores
de interés presentes en tejidos determinados. Un ejemplo de estos ligandos, es el acido félico , una
molécula utilizada primordialmente durante el desarrollo embrionario, se obtiene de la dieta o como
suplemento alimenticio, y se involucra en procesos metabdlicos como la obtencidn de energia y sintesis
de acidos nucléicos, siendo una vitamina esencial para el crecimiento y mantenimiento celular (De Giori

et. al., 2018).
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La mayoria de las células de mamifero consiguen sus requerimientos de folato a través de transportadores,
siendo una minoria las células que expresan los receptores de folato (FRs) en cantidades
considerablemente altas.Ejemplos de esto son los macréfagos activados y sus precursores, ya que estos
se acumulan y consumen 4cido félico en sitios de inflamacidn; células de rifidn en la superficie apical del
tubo proximal, donde los FRs captan el FA de la orina para transportarlo a través del epitelio y regresarlo
al torrente sanguineo; y células de cancer, que por sus altos requerimientos de FA para sintesis de
nucledtidos, expresan altas concentraciones de FRs, lo que explicaria la gran necesidad de estas células
por el limitado nutriente (Xia et al., 2010). Las células toman al acido félico a través de la endocitosis
mediada por receptores de folato. Estos receptores han sido encontrados en gran concentracion en
diferentes tipos de cancer, entre ellos, el cancer de pulmdn y de mama (Jain et. al., 2018). En el trabajo de
Osorio (2018) se observd mayor internalizacion de las nanoparticulas tratadas con quitosano, pero el
efecto fue aun mayor cuando se funcionalizaron con acido félico, por lo que adicionando receptores de
folato a nanoparticulas cubiertas con quitosano, seria posible detectar y/o tratar tejido tumoral de cancer

de mama que exhiba alra expresidn de receptores de folato..

1.3.2 Farmacocinética de nanoparticulas funcionalizadas

La farmacocinética estudia los tiempos de absorcion, biodistribucidn, metabolismo y excrecidn de un
farmaco suministrado a un individuo para describir y estimar la concentracion del farmaco en fluidos
corporales y tejidos (Marcato, 2014). También es posible determinar dosificacion del material, efectos
secundarios provocados por su acumulacién en ciertos tejidos, determinar los sitios de distribucion y
biotransformacidn, vias de excrecidon y la frecuencia con la que puede ser suministrado el material

(Marcato, 2014).

Se ha observado un mejoramiento de las caracteristicas farmacocinéticas cuando un farmaco es
encapsulado en un sistema nanoscdpico,ya queincrementan su biodisponibilidad, su concentracion en el
sitio de accidn y su internalizacion en las células objetivo (Marcato, 2014). Esto podria aplicar para
nanoparticulas con superficies modificadas con quitosano, debido a que dependiendo de su densidad
polimérica, se puede regular su degradacién y la liberacion de su contenido. No obstante, son varios los
factores que afectan a la farmacocinética de las nanoparticulas en general, como el tamafio, carga
superficial y modificacién de su superficie. La quimica de superficie de las nanoparticulas determina el tipo

de proteinas que seran adsorbidas sobre el material, y esto es importante por la inmediata opsonizacién
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que sufre el material al ser suministrado por via intravenosa, especialmente en nanoparticulas con carga
superficial positiva (Huang et. al., 2011; Albanese et. al., 2012). En el trabajo de Huang et. al. (2011)
lograron generar nanoparticulas de dxido de hierro funcionalizadas con poli (glicil metacrilato) y acido
félico, con lo que minimizaron la internalizacidon de las nanoparticulas por parte de macréfagos (no
activados) y células normales para llegar a células cancerosas, mostrando un mayor tiempo en circulacion
y respaldando la necesidad por mejorar las superficies de las nanoparticulas con materiales poliméricos y

ligandos especificos.

]r Ligando especifico
@» Agente para imagenologia
% Agente terapéutico

@ Polimero biocompatible

Propiedades de superficie
(Especificidad / biodistribucion)

Figura 4. Principales factores que influyen en la farmacocinética de distintos nanomateriales. Imagen adaptada,
obtenida de Kang et. al., 2015. Pharmacokinetics, pharmacodynamics and toxicology of theranostic nanoparticles.
Nanoscale, 7(45), 18848-18862.

A pesar de que la biodisponibilidad del material es considerada como del 100% cuando se suministra por
via intravenosa, su vida media en circulacidn es afectada por la opsonizacion, lo que lleva a la rapida
remocion del material por medio del sistema fagocitico mononuclear (MPS) en el bazo e higado, aunque
puede mejorarse el tiempo de circulacidon agregando PEG al material (Albanese et. al., 2012; Marcato,
2014). A pesar de esto, el tamafio y geometria de las nanoparticulas también determina la distribucién del
material en el cuerpo y su excrecion. En general, nanoparticulas con un tamafio menor a 6 nm, serdn

eliminadas rapidamente por los rifiones, mientras que nanoparticulas con didmetros mayores a 200 nm
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tenderan a acumularse en el bazo e higado, donde son procesadas por células del MPS (Litzinger et al.,
1994; Albanese et. al., 2012; Marcato, 2014). En el caso de nanoparticulas en el intervalo de 90y 150 nm,
su tiempo en circulacién es de alrededor de 4 y 24 h respectivamente (Brinkhuis et al., 2012; Marcato,

2014).

Es importante considerar cdmo una nanoparticula va a interactuar con una célula, comenzando con la
interaccion con receptores superficiales y ligandos presentes en la célula y la nanoparticula
respectivamente. Posteriormente, el método de internalizacion, el cual es determinado no sdélo por la
composicion del material, sino también dependerd en gran medida del tamafio promedio de las
nanoparticulas. Se ha demostrado que las nanoparticulas de un didmetro promedio de 50 nm se
internalizan con mayor eficiencia en comparacién con otros tamanos, especialmente mejor que tamanos
mayores (Rovais et. al., 2018). La mayoria de los mecanismos de endocitosis transportan relativamente
pocass cantidades de moléculas, por lo que un sistema de entrega mediado por ligandos especificos debe
ser efectivo a bajas concentraciones. Un mecanismo de internalizacién muy importante, es la endocitosis
mediada por receptores, que se lleva a cabo a partir de la interaccidn de ligandos expuestos en la superficie
de las nanoparticulas con receptores en la superficie celular. Posteriormente, la membrana envuelve a las
nanoparticulas y se desprende hacia el interior celular formando una vesicula o endosoma (Kumari et. al.,

2011).

1.3.3 Respuesta inmune innata y adaptativa a nanoparticulas metalicas

El sistema inmune es el encargado de defender a un organismo frente a amenazas externas, considerando
como antigeno a todo agente que genere una respuesta inmune. Este sistema puede dividirse en dos tipos:
innato y adaptativo. El sistema inmune innato es la primera linea de defensa en el cuerpo, y depende del
reconocimiento de receptores y patrones moleculares asociados a patégenos que son muy conservados
(Mogensen, 2009), es decir, que han sido adquiridos a lo largo de la evolucion de la especie. Por otro lado,
el sistema inmune adaptativo interactia especificamente con antigenos que ya fueron procesados por
células tanto del sistema inmune innato como el adaptativo para activar células que se encargaran de

responder ante una subsecuente aparicion del antigeno en cuestion.

Dependiendo de las caracteristicas de la nanoparticula, como el tamafo, carga, hidrofilicidad e

hidrofobicidad, sera el efecto que se desencadenara por parte de sistema inmune (Moyano et al., 2012).
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La mayoria de las nanoparticulas son reconocidas como agentes externos al organismo y son desechadas
por el sistema inmune. Sin embargo, si el sistema inmune no considera a la nanoparticula como una
amenaza, el material sélo es ignorado o tolerado por el organismo (Luo et. al., 2015). No obstante, en caso
contrario, la respuesta inmune puede generar consecuencias indeseables, por lo que es de suma
importancia considerar las caracteristicas fisicoquimicas de nanomateriales cuya intencidn sea utilizar in
vivo. También es importante considerar el efecto que se desea lograr al introducir el nanomaterial en un
organismo vivo, pues en algunos casos, como lo es en la entrega dirigida de farmacos, es preferible evitar
una respuesta inmune. Por otro lado, también es posible utilizar nanoparticulas como método de
inmunizacion, pues por modificaciones de superficie, se puede presentar antigenos especificos al sistema

inmune adaptativo, haciendo imprescindible que que exista interaccidn con el sistema inmune.

Al administrar nanoparticulas in vivo, en caso de haber una respuesta inmune, los primeros en actuar son
las células del sistema inmune innato (neutréfilos, mastocitos, células dendriticas, macréfagos, etc). Esta
interaccion desencadena la expresidn de citocinas proinflamatorias, secrecion de histaminas, en algunos
casos muerte celulary el inicio del proceso de presentacion de antigeno (fragmentos de la nanoparticula)
al sistema inmune adaptativo (Boraschi et al., 2017). Posteriormente, se tendria la activacion se linfocitos

T y linfocitos B, pudiendo haber un incremento en la poblacién de este tipo de células. Se tiene poca

informacidn especifica respecto a los efectos de nanoparticulas metdlicas en linfocitos T, pero ha
reportado que algunas nanoparticulas como las de TiO;, generan un incremento en la activacién y
proliferacién de linfocitos T ingenuos, aparte de provocar un incremento en la maduracién de células

dendriticas (Schanen et al., 2009).

En el presente trabajo se determind si existe alglin cambio poblaciones celulares sistema inmune innato
y adaptativo de un modelo in vivo al ser inoculado con las nanoparticulas de YAG:Ce* y Gd,03:Eu®,
desnudas y funcionalizadas con quitosano y con acido félico. También se investigd la farmacocinética de
estas nanoparticulas, ya que es necesario identificar los efectos que este material causara a nivel sistémico
para determinar las condiciones adecuadas en las que este material puede utilizarse, asi como su

distribucion e internalizacion celular.



12

1.6 Justificacion

Las nanoparticulas de YAG:Ce®** y Gd,03:Eu®* funcionalizadas con quitosano y éacido félico tienen gran
potencial para aplicaciones en imagenologia, por eso se plantea el objetivo de evaluar la farmacocinética
del material para conocer en qué tejidos se distribuye y su tiempo en circulacidon. Con esto se busca
determinar si las nanoparticulas de YAG:Ce* y Gd,0s:Eu3* son seguras para aplicaciones biomédicas y
estimar cantidades de dosificacién para su uso en imagenologia orientada al diagndstico de cancer de

mama.

1.7 Hipotesis
Las nanoparticulas luminiscentes YAG:Ce** y Gd,0s:Eu®* funcionalizadas con quitosano y acido félico se

distribuyen en diferentes tejidos de un modelo murino y son desechadas de su sistema sin provocar

efectos adversos.

1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo general

Sintetizar, caracterizar y evaluar la farmacocinética y biodistribucién de nanoparticulas luminiscentes

YAG:Ce* y Gd,03:Eu3* funcionalizadas con quitosano y acido félico en tejidos y tumores in vivo.

1.8.2. Objetivos especificos

1. Sintetizar nanoparticulas luminiscentes YAG:Ce* y Gd,Os:Eu®** desnudas, recubiertas con

quitosano y funcionalizadas con acido fdlico y quitosano.
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Determinar caracteristicas fisicoquimicas y morfoldgicas de las seis variedades de nanoparticulas

sintetizadas.

Evaluar citotoxicidad e internalizacidn de las nanoparticulas en dos lineas celulares de cancer de

mama y en células normales.

Analizar la distribucidn y acumulacién de las nanoparticulas en fluidos corporales y tejidos de un

modelo in vivo.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sintesis de nanoparticulas

2.1.1 Sintesis de nanoparticulas YAG:Ce3* por método de Sol — Gel

La sintesis de las nanoparticulas YAG:Ce3* se realizd segln el protocolo explicado en el trabajo de Osorio
(2018), empleando el método de Sol — Gel, ya que este método permite la obtencién de un material
uniforme en cuanto a morfologia y distribucién de tamafio. La concentracidn de iones de Ce®* que se utilizé
para dopar la matriz YAG fue del 2%, ya que fue la concentracidn mostré mayor emisién en los ensayos de
luminiscencia realizados por Osorio (2018). Para esto, se realizaron los célculos necesarios para sintetizar
1 g de nanoparticulas YAG:Ce3** con ese porcentaje de dopado, luego se pesaron los precursores metdlicos:
nitrato de itrio hexahidratado (Y(NOs); ® 6H,0), nitrato de aluminio hexahidratado (Al(NOs)s; ® 6H,0),
nitrato de cerio hexahidratado (Ce(NOs); ® 6H,0), acido tartarico (C4sHsOs). Después se disolvieron los
reactivos en agua desionizada y se mantuvieron en agitacion rigurosa durante 24 h. Posteriormente se
incrementd la temperatura de la solucién a 80° C manteniendo la agitacidn, donde se comenzé a observar
una consistencia gelatinosa, donde poco a poco se incrementd la temperatura hasta los 120° C, punto en
el que se fue perdiendo la consistencia gelatinosa hasta observar la formacidon de un polvo esponjoso y
quebradizo, donde se incrementd aln mas la temperatura para secar totalmente el material y observar
un cambio en la coloracién a un tono marrén rojizo. Se procedié a moler en un mortero de adgata hasta
obtener un polvo muy fino del mismo tono para después llevarlo al tratamiento térmico en un horno a

1200° C durante 3 h.

2.1.2 Sintesis de nanoparticulas Gd20s:Eu3* por combustién asistida por sacarosa

Las nanoparticulas Gd,0s:Eu®* fueron sintetizadas por el método de combustidn asistida por sacarosa,
descrita en los trabajos de Jain et.al. (2016, 2018). En esos trabajos, se determind que la mayor intensidad
de emisidn se da con una proporcién estequiométrica del 5% del ion Eu®*, ademds de que este método de
sintesis resulté en nanoparticulas con un tamafio y morfologia uniformes (Jain et al., 2016). Con esto en
mente, se realizaron los calculos para sintetizar 1 g de nanoparticulas Gd,0s:Eu®* (Eu=0.05) y se pesaron

los precursores metdlicos: nitrato de gadolinio (Gd(NOs)s) y nitrato de europio (Eu(NOs)s). Para la sacarosa,
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basandose en el trabajo de Jain et. al. (2016, 2018), se calculé una relacidon de metales y combustible
(sacarosa) de 1:2. Se mezclaron los tres reactivos en agua Milli Q durante 25 minutos para luego pasarlo a
un horno precalentado a 380° C. Una vez que el horno alcanzé los 380°C de nuevo, se dejé que la
combustidn ocurriera durante 25 minutos para después sacarlo y dejarlo enfriar a temperatura ambiente.
Se pulverizé el material en un mortero de agata y se le dio un tratamiento térmico durante 3 h a 1000° C.

Finalmente, se almacend para subsecuente analisis y tratamiento con quitosano y acido félico.

2.2 Ultrasonicacion de nanoparticulas

Para evitar agregados en la suspension del material, se ultrasonicaron las nanoparticulas en agua Milli Q
en un bafo de hielo durante 15 minutos con pulsos de 3s de duraciéon y una amplitud del 75%. Los

pardmetros fueron ajustados en el equipo Sonics VibraCell VCX750.

La sonicacion es necesaria antes del recubrimiento con quitosano y funcionalizacién con acido félico para
evitar aglomeraciones en la mayor medida posible. En el caso de las nanoparticulas recubiertas con
quitosano, se sonicaron en bafio de agua durante 5 minutos y suspendidas en 1 ml de agua Milli Q dentro

de un tubo Eppendorf.

2.3 Funcionalizacion con quitosano

2.3.1 Preparacion de solucion de quitosano

Se prepard una soluciéon de quitosano al 30%: se disolvieron 0.30 g de quitosano en 98 ml de agua
desionizada y se agregaron 2 ml de dacido acético glaciar (proporcién del 2%). Fue necesario agregar
hidroxido de sodio (NaOH) 1 M para lograr mantener el pH entre 5 — 6. Una vez estabilizado el pH, se dejé
en agitacién constante durante 24 horas y pasado el tiempo, una bomba de vacio y un filtro de poliéter
sulfona marca Corning con poros de 0.22 um. Finalmente, se preparé una solucién en proporcién 1:1 de

quitosano en agua desionizada.
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2.3.2 Funcionalizacidn con quitosano por nanoprecipitacion

Por el método de goteo, se recubrieron con quitosano las nanoparticulas YAG:Ce* o Gd,0s:Eu®
previamente obtenidas. Una vez sonicadas las nanoparticulas (1 mg/ml), se colocaron en agitacion
magnética y en un lapso de una hora se adicionaron 2 ml de quitosano con una pipeta Pasteur. Después
se realizaron cinco lavados al material por medio de centrifugacién a 3100 rpm durante 20 mina 4°C, y

finalmente se dejo secar el material en un horno a 60° C durante 24 h.

2.4 Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas

2.4.1 Ensayo de fotoluminiscencia

Las mediciones se realizaron en un espectrofluorémetro Hitachi F-7000, diluyendo la muestra en agua Milli
Q a una concentracion de 10 mg/ml. Posteriormente, se colocé un mililitro de la suspensidn en una celda
de cuarzo para luego realizar un barrido de 200 a 700 nm para determinar los intervalos de excitacion del
material analizado, mientras que para determinar el espectro de emisidn, se dejo fija una longitud de onda

de excitacién para captar la emisidn en un intervalo de 300 a 800 nm.

2.4.2 Difraccion de rayos-X

Se analizaron dos muestras de nanoparticulas, las de YAG:Ce* y Gd,03:Eu®* desnudas. El anélisis se realizd
en el equipo D2 PHASER de la marca Bruker, donde de empled una radiacién de A=0.154 nm y se escaned

en un rango de 20 de 20° a 80°. El tamafio del cristalito se estimo a través de la ecuacidn de Scherrer:

092
~ Bcos(9)

(1)

Donde D es el tamafio del cristalito o grano, 0.9 es una constante correspondiendo a la forma de un cristal,
A es la longitud de onda XRD (0.154 nm), B es la mitad del ancho del punto mas alto del pico (Full Width

Half Maxima o FWHM) en un angulo de difraccidn especifico 6.
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2.4.3 Potencial Zeta

El potencial zeta es la diferencia de carga entre la capa de fluido absorbida por la superficie de la
nanoparticula y el resto del mismo fluido en el que se encuentra el material. Este tipo de analisis provee
informacidn acerca del comportamiento de las nanoparticulas en un medio con caracteristicas
determinadas. Con esto se logra determinar si las nanoparticulas son estables en su medio y si tienden a

aglomerarse (Banerjee et al., 2017).

En el equipo Malvern Zetasizer SZ fue posible determinar la carga neta de las nanoparticulas y sus
variantes. Esta informacion indica si el material tiende a segregarse en este caso, en medios acuosos,
ademas de que con esto se puede intuir qué interacciones podrian tener las nanoparticulas con el medio

bioldgico.

En el mismo equipo también fue posible estimar el tamafio de las nanoparticulas y sus variantes, sin
embargo, es una medicidn basada en difraccidon de luz y sus resultados no son tan certeros como el TEM,

especialmente por las propiedades fluorescentes de ambos materiales.

Para realizar los analisis, se diluyd 1 mg de nanoparticulas en 1 ml de agua Milli Q, para después realizar
una dilucién x100 de cada muestra. Se introdujo el material en el equipo con ayuda de una celday se

establecieron los parametros basdandose en las propiedades del diluyente, en este caso, el agua.

2.4.4 Espectrofotometria UV-Visible

Para determinar si la funcionalizacion fue exitosa, se realizd un analisis por espectrofotometria UV-Visible,
para através de la absorbancia del acido félico y el quitosano, observar las curvas caracteristicas de ambos,

y por ende, su presencia en las nanoparticulas supuestamente funcionalizadas.

Se suspendieron en agua Milli Q las nanoparticulas a una concentracion de 1 mg/mly se hicieron diluciones
1:10 de cada suspension, teniendo una concentracién final de 0.1 mg/ml. Posteriormente se sonicaron en
bafio de agua antes de introducirse al espectrofotémetro. Se hizo un barrido de 200 a 800 nm a cada una
de las muestras. Finalmente se analizaron las curvas obtenidas para identificar la presencia del acido félico

y el quitosano en las nanoparticulas.



18

2.3.5 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Se determiné la morfologia y tamafio promedio de las nanoparticulas YAG:Ce*, YAG:Ce*/Ch vy
YAG:Ce3*/Ch/FA a través de Microscopia Electrdnica de Barrido (TEM). Las muestras fueron suspendidas
en etanol al 70% para después ser colocadas en una rejilla de cobre y ser analizadas en el equipo Hitachi
H7500, con un voltaje de 80 KeV. Posteriormente, se analizaron las micrografias por medio del software

Imagel, donde se tomaron en cuenta 1040 nanoparticulas para determinar su tamafio promedio

2.5 Evaluacion biologica

2.5.1 Cultivos celulares

Se cultivé una linea celular de rifién de embrién humano (293T, ATCC) y una linea de cancer de mama
(MDA-MB-231, ATCC), ambos se mantuvieron en medio de cultivo DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s
Medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino y con un antimicético y antibidtico al 1%. Los

cultivos se incubaron a 37° C con 5% de CO..

2.5.2 Ensayo de viabilidad celular (MTT)

Para determinar el efecto de las nanoparticulas YAG:Ce* y Gd,0s:Eu®* en la viabilidad celular, se realizé
un ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazol), en el que el reactivo MTT es
reducido por la actividad metabdlica de las células a formazdn, un compuesto insoluble que forma
cristales. Posteriormente se agrega una solucidn de lisis liberando una coloracién azul en el medio. La
cantidad de células vivas, se determina midiendo la intensidad de la coloracion azul medida en unidades
arbitrarias por espectrofotometria en el medio, lo cual es proporcionala la cantidad de formazan

producida.

En placas de 96 pozos, se sembraron 5,000 células/100ul/pozo por cuadruplicado durante 24 h, después
se reemplazé el medio de cultivo por medio fresco conteniendo diferentes concentraciones de

nanoparticulas: 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25 y 50 pg/ml. Se dejo incubar por 24 h para después agregar 20
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pl de MTT y dejar incubar durante 4 h mas para después detener la reduccion del MTT a formazan
agregando 100 pl de una solucién de dodecilsulfato sédico (SDS) al 10% con HCl al 0.01 M. Finalmente se

dejé incubar durante 18 a 24 h para después medir la absorbancia a 570 nm en un lector de placas Epoch.

2.5.3 Administracion de nanoparticulas en ratones para analisis de farmacocinética y

Para determinar el tiempo en circulacién y la distribucién in vivo de las nanoparticulas, se utilizaron ratones
Balb/C y se establecieron tres grupos de n=3 cada uno. Se prepard una suspension de nanoparticulas
YAG:Ce**/Ch-FA (funcionalizadas con quitosano y acifo félico) en PBS 1X, a partir de la cudl se administrd
una dosis de 200 mg/kg en cada animal Después de transcurrido un periodo de tiempo determinado para
cada raton (0, 15, 30, 45, 60, 120, 240, 480 y 960 minutos) se aplicd anestesia (pentobarbitol) y se extrajé
la sangre a través de puncién cardiaca y se almacend a -80° C para posterior analisis. Acto seguido, se
provocd una dislocacidn cervical como segundo método de eutanasia para proceder a colectar rifiones,

bazo, higado, corazén y pulmones.

El rifidn, pulmdn e higado fueron fijados con formalina durante 24 h a 4° C y procesados posteriormente
con etanol y xileno para deshidratarlos y con parafina para conservarlos. Esto se realizé en un procesador
de tejidos automatico STP 120 de Thermo Fisher Scientific. Luego se hicieron bloques de parafina, se
dejaron enfriar a 4° Cy se realizaron cortes de 6 a 8 um de grosor en un microtomo de la marca Thermo
Fisher Scientific modelo HM 355S. Otra parte de los tejidos, incluyendo el corazény el bazo, se conservaron

a -80° C para analizarlos posteriormente por microscopia confocal

2.5.4 Analisis de farmacocinética

Se descongeld en hielo la sangre extraida y se empled una solucién de lisis de eritrocitos1X para aclarar
las muestras y poder detectar la emisidn de las nanoparticulas YAG:Ce3*. Una vez lisados los eritrocitos,
se resuspendioé la muestra en PBS 1X y se realizé una curva estandar para estimar una concentracién de
nanoparticulas a diferentes puntos de tiempo post-inoculacién. Para esto se agregd a una muestra control
una cantidad de nanoparticulas aproximada a la administrada a los ratones y se realizaron diluciones 1:2,

1:4, 1:8, 1:16, 1:32 y 1:64. Una vez finalizadas las mediciones para la curva de calibracién, se procedio a
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medir la fluorescencia de las muestras. Los analisis se realizaron en un espectrofotdmetro de fluorescencia
Hitachi F-7000, captando la emisidn entre los 480 a 680 nm con una longitud de onda de excitacion de 450
nm, donde se buscaba el pico caracteristico de emision del ién cerio alrededor de los 530 nm. No fue
posible aplicar la curva estandar debido a que no fue posible diferenciar la sefial generada por las

nanoparticulas de la sefial producida por otros componentes de la sangre.

2.5.5 Anadlisis de bioacumulacién en tejidos por espectrofluorometria

Para determinar si las nanoparticulas tienden a acumularse especificamente en drganos se colectaron
higado, rifiones, pulmones, corazén y bazo de cada individuo, se pesaron y se le agregaron perlas de zircon
para después homogenizar los tejidos en PBS con ayuda de un FastPrep — 24 5G, utilizando 5 ciclos de 30
s a una velocidad de 6 m/s. Luego se realizaron diluciones de cada uno de los tejidos a un factor de 1:6,
donde a partir de los controles de cada tejido, se determind que dicho factor de diluciéon da como resultado
una solucidn lo suficientemente clara para observar la fluorescencia. Luego se procedié a medir la
fluorescencia asociada a las nanoparticulas dentro de cada tejido en el espectrofotdmetro de fluorescencia
Hitachi F-7000, empleando un haz de excitacidn de 450 nm para observar la emision caracteristica del ion
cerio alrededor de los 520 - 530 nm. Una vez analizada cada muestra, los datos fueron estandarizados en
funcién del peso de cada tejido y se establecieron graficas donde se muestra el pico maximo de emisidn

de cada muestra a los 520 nm.

2.5.6 Microscopia confocal para analisis de tejidos

Con el fin de reforzar los resultados obtenidos en el analisis de bioacumulacién en tejidos por
espectrofluorometria, se buscd la presencia de las nanoparticulas por microscopia confocal. Por este
método es posible visualizar los tejidos y parte de sus estructuras, asi como las células que lo componen.
Este método emplea laseres capaces de excitar estructuras bioldgicas tefiidas, ademas de detectar emision

a distintas longitudes de onda en diferentes planos de cortes histoldgicos.

En este caso, los cortes de higado, rifidn y pulmdn que se encontraban cubiertos de parafina en

portaobjetos, fueron rehidratados mediante inmersidn en etanol al 100%, etanol al 95%, etanol al 80%,
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agua desionizada, y finalimente en PBS 1X. Después se realizé una contratincién con DAPI (4,6-diamidino-
2-fenilindol), que consiste en tefir los nucleos para lograr ubicar las células dentro de los tejidos, ya que
se esperaba que las nanoparticulas fueran internalizadas por estas. se realizaron dos lavados con PBS 1Xy

se agregd medio de montaje sobre el portaobjetos y se cubrié con un cubreobjetos.

Los portaobjetos con tejidos tefiidos fueron llevados a analizar en un microscopio confocal Olympus
FV1000. De acuerdo a los datos obtenidos en los ensayos de fluorescencia de las nanoparticulas YAG:Ce®*,
se empled un laser de excitacién a una longitud de onda de 488 nm para provocar la excitacién de las
nanoparticulas que puediese haber en las muestras y se utilizé un filtré para captar la emisién a 519 nm.

Posteriormente, las imagenes fueron visualizadasl software FlJI y Olympus Fluoview version 2.2b.

2.5.7 Cuantificacion de células inmunes por citometria de flujo

Se establecié una n de 18 ratones Balb/C y se dividieron en tres grupos de 6 animales para ser tratados
con las tres variantes de nanoparticulas: YAG:Ce3*, YAG:Ce3/Ch, YAG:Ce3'/Ch-FA. El objetivo del
experimento, fue determinar si existia algin incremento o decremento en las células del sistema inmune
innato (linaje mieloide) y del sistema inmune adaptativo (linaje linfatico, linfocitos T), comparando los
valores con los de un estado basal. Para esto, sin haber administrado algun tratamiento a los ratones, se
extrajo sangre a través del seno retro-orbital, se lisaron los eritrocitos con solucién de lisis 1X y se realizé
una tincién con anticuerpos con fluoréforos afines a los linajes celulares de interés Para células linfoides
se utilizaron anticuerpos anti-CD3 FITC, anti-CD4 PE-Cy5.5, anti-CD8 APC y anti-CD90.2 PE-Cy7. En el caso
de las células mieloides, se utilizaron anticuerpos anti-CD11b PE, anti-Ly-6C PerCP-Cy5.5, anti-F4/80 PE-
Cy7 y anti-Ly6G APC-Cy7. Después de la tincidn, se cuantificd el porcentaje de células mieloides
(macréfagos, monocitos y neutrdfilos) y linfaticas (linfocitos T CD4* y CD8*) en un citémetro de flujo de la

modelo Attune.

La citometria de flujo es una técnica que permite cuantificar y analizar células de acuerdo a sus
caracteristicas y tamafio. Las células reciben la luz de uno o mas laseres de longitud de onda especifica
mientras pasan por un capilar. Mientras esto ocurre, las células dispersan la luz que les es incidida, lo que
en el equipo es detectado como un evento que de acuerdo a la intensidad y direccién de la dispersidn,

clasificara en un plano bidimensional (Pérez-Lara et al., 2019). La dispersion frontal (FSC, por sus siglas en
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inglés) indica relativamente el tamafio de la célula, mientras que la dispersién lateral (SSC, por sus siglas

en inglés) indica su complejidad o granularidad (McKinnon, 2018).

Una vez establecido el estado basal (baseline), al siguiente dia, se tratd a cada grupo con una dosis de 200
mg/kg de cada una de las variantes de las nanoparticulas YAG:“3*e nanoparticulas via intravenosa. Al
segundo dia después del tratamiento, se volvid a extraer sangre, se realizd una tincidn con anticuerpos
para células mieloides y se cuantificaron por citometria de flujo. Pasados seis dias de haber administrado
las nanoparticulas, se extrajo sangre y se cuantificd la poblacion de células linfoides y de nuevo el linaje

mieloide.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Caracterizacidn fisicoquimica de las nanoparticulas YAG:Ce?* y Gd,03:Eu3*

3.1.1 Caracterizacién de fotoluminiscencia de nanoparticulas YAG:Ce3* y Gd,03:Eu3*

Se sintetizaron nanoparticulas YAG:Ce* y Gd,0s:Eu®** por método de Sol-Gel y combustidn asistida por
sacarosa respectivamente. Ambas nanoparticulas emitieron luz visible al ser expuestas a radiaciéon UV. En
el caso de las nanoparticulas YAG:Ce* sin funcionalizar, se observé cualitativamente una emisién amarillo
verdosa intensa a los 365 nm, mientras que las nanoparticulas Gd,0s:Eu3*emitieron luz roja al ser excitadas
con una longitud de onda de 254 nm (Figura 5). Con esto, ya fue posible inferir que en ambos casos, se
logrd obtener las fases cristalinas que permiten la emision luminosa caracteristica de los iones Ce3* y Eu®*.
Sin embargo, fue necesario realizar analisis por difraccidon de rayos X para confirmar la formacién de estas

fases cristalinas.

Al recubrir ambas nanoparticulas con quitosano y acido félico, la intensidad luminica bajo la [dmpara UV,
disminuyd en el caso de las nanoparticulas YAG:Ce®*, mientras que, en las nanoparticulas Gd,03:Eu®* la

intensidad luminosa se mantuvo casi como si estuviesen desnudas.

YAG:Ce3*/Ch YAG:Ce3*/Ch-FA

Excitacion a 365 nm

Excitacion a 254 nm

Gd,0;:Eu’* Gd,03:Eu3*/Ch Gd,03:Eu3*/Ch-FA

Figura 5. Nanoparticulas obtenidas. Nanoparticulas YAG:Ce3* siendo excitadas con luz UV a 365 nm, lo que las lleva
a emitir en su caracteristico color amarillo/verdoso. En la parte inferior se observan las nanoparticulas Gd203:Eu3*
siendo excitadas con luz UV a 254 nm, haciendo posible su caracteristica emisidn en color rojo.
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Para complementar, se determiné puntualmente a qué longitudes de onda eran excitables ambos tipos
de nanoparticulas y a qué longitudes de onda emiten al ser estimuladas dentro de su intervalo de
excitaciéon por medio espectrofluorometria. Con esta técnica, se observé que las nanoparticulas YAG:Ce®*
presentan una maxima excitacion a los 450 nm, lo que correspondiente al color azul en el espectro visible
(Figura 7a). También se observd que la emision maxima al excitar el material con esa misma longitud de

onda, se dio a alrededor de los 530 a 550 nm, correspondiente a colores amarillos y verdes (Figura 7a).

Se determind que las nanoparticulas Gd,03:Eu3* eran excitables a 254 nm, resultando en una emisién muy
pronunciada en el espectro visible correspondiente al color rojo (613 nm) (Figura 7b). Al agregar el
recubriemiento de quitosano y posteriormente el acido fdlico, la intensidad luminosa fue disminuyendo,
probablemente por la barrera fisica que el quitosano genera alrededor del material. al comparar las
intensidades luminicas de las nanoparticulas YAG:Ce?* con las Gd,0s:Eu®, se observa que en las ultimas,
la luminiscencia se ve minimamente afectada por la funcionalizaciéon con quitosano y acido félico. Esto
sugiere que la intensidad luminosa emitida es alin mayor en las nanoparticulas Gd,0s:Eu®* que en las

YAG:Ce¥, lo suficiente, para atravesar la capa de quitosano y acido félico con menor problema.
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Figura 6. Espectros de excitacion y emision de luz de las nanoparticulas desnudas, tratadas con quitosano y tratadas
con quitosano y acido félico. En ambas figuras se observan las longitudes de onda de excitacidn y emision luminica
caracteristicos de los iones a) cerio (450 nm de excitacién y 530 nm de emisién) b) europio (254 nm de excitacion y
613 de emisidn).

3.1.2 Determinacién de estructura cristalina por difraccion de Rayos X

Para confirmar que se obtuvieron las fases cristalinas YAG y Gd,0s durante la sintesis de las nanoparticulas,

se sometieron a andlisis por difraccion de rayos X. Para las nanoparticulas YAG:Ce** se logré identificar los
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picos caracteristicos de la fase YAG (Y3AlsO1,) pura, mostrando también el pico principal de la estructura
clbica a 26=33.3° (Figura 6a). Con estos datos y utilizando la ecuacién de Scherrer, se determiné que el
tamafio promedio de cristalito de las nanoparticulas YAG:Ce*" es de 16.73 nm. En el caso de las
nanoparticulas Gd,0s3:Eu®*, se realizd el mismo andlisis con los mismos pardmetros, donde fue posible
ubicar también los picos caracteristicos de la fase cristalina Gd,0s, mostrando un pico principal alrededor
de 26=30° (Figura 6b). El tamafio promedio de cristalito para las nanoparticulas Gd,03:Eu®*, segun lo

obtenido mediante la ecuacion de Scherrer, fue de 35.33 nm.
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Figura 7. Patrén de difraccién de rayos X obtenido para las nanoparticulas a) YAG:Ce3* sintetizadas por sol-gel
comparado con la fase pura YAG (X090003) y b) Gd203:Eu®* sintetizadas mediante combustidn asistida por sacarosa,
con la fase cristalina pura del Gd20s de acuerdo al archivo de la base de datos cristalografica 1010338.

3.1.3 Potencial Zeta

Mediante este analisis, se buscé determinar la carga que existia en el espacio en el que la superficie de las
nanoparticulas y su medio de suspensién interactla, ya que la carga es un factor determinante con
respecto a las interacciones que las nanoparticulas tendrian con el medio bioldgico y sus componentes.
Un potencial zeta mas alejado de cero sugiere una mejor distribucién en su medio, es decir, menos

aglomeracién entre nanoparticulas.
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Figura 8. Potencial zeta de las nanoparticulas YAG:Ce* y Gd20s:Eu®> desnudas, tratadas con quitosano y tratadas
con quitosano y acido félico. Se observé un potencial zeta negativo en todas las variantes de YAG:Ce®*. En el caso de
las nanoparticulas Gd203:Eu®, el potencial zeta pasé de ser negativo a positivo al funcionalizarse con quitosano. Esto
sugiere que las nanoparticulas YAG:Ce3* tienden a aglomerarse al estar en pH neutros, mientras que los las
nanoparticulas Gd20s:Eu tienden menos a ese comportamiento en las mismas condiciones.

Para el caso de las nanoparticulas YAG:Ce®*, el potencial zeta fue cada vez menos negativo conforme se
fue funcionalizando (Figura 8), acercandose cada vez mas al cero. Por otro lado, las nanoparticulas de
Gd,0s:Eu®* pasaron a ser positivas al funcionalizar con quitosano, pero los valores volvieron a ser negativos
al agregar el acido félico. Con esto se puede concluir que el recubrimiento de las nanoparticulas no se
disocian facilmente en medio acuoso, pero tenderdn a aglomerarse entre ellas, especialmente las

nanoparticulas YAG:Ce®*.

3.1.4 Anadlisis de grupos funcionales por espectrometria UV-Visible

A partir de espectrometria UV-Vis se buscé la presencia del quitosano y el acido félico mediante sus
espectros de absorcién. Las nanoparticulas desnudas, tanto YAG:Ce* como Gd,0s:Eu®, no presentan picos
de absorcion muy definidos, lo cual puede deberse a una dispersion relativa de luz debido al tamafio y
morfologia de las nanoparticulas, y a que los grupos funcionales presentes un sus superficies no presentan
transiciones electronicas en los 200 a 800 nm (Osorio, 2018). El quitosano por si sélo no exhibe una
absorbancia muy definida en el intervalo en el que se realizd el barrido, sin embargo, fue posible detectar
una absorbancia en el rango de los 320 y 340 nm en las muestras de quitosano y de nanoparticulas

YAG:Ce*'/Ch.
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En el caso del 4cido fdlico se observaron picos alrededor de los 280 nm y una curva curva caracteristica
alrededor de los 365 nm, los cudles también fueron detectados en la muestra de YAG:Ce3*/Ch-FA
(funcionalizada con quitosano y acido félico) (Figura 9a), comprobando la presencia del acido félico en el
material y por lo tanto, que fue funcionalizado. Para las nanoparticulas Gd,0s:Eu®*/Ch (Figura 9b), detectar
el quitosano fue mas complicado, sin embargo, para la muestra con Gd,03:Eu®*/Ch-FA, se identificé el pico
caracteristico del acido félico a 283 nm y su curva alrededor de los 365 nm, concluyendo que el material
también fue funcionalizado, no obstante, aln seria necesario confirmar por medio de espectrometria

infrarroja (FTIR).

Y e — YAG:Ce™
7 — YAG:Ce*/Ch
W s — YAG:Ce>*/Ch-FA
A Egll esom —— Quitosano (Ch)
3 .. |i | — Acido félico (FA)
c 0.2-( !
oy ;
£
o "
: —
0.0 — — ,
300 400 500
Longitud de onda (nm)
b) — Gdy05:Eu®*
Gd,0,:Eu®/Ch
s — Gd,0,:Eu™/Ch-FA
- — Quitosano (Ch)
s Acido félico (FA)
5 -
2
o
/1]
<
0.04— : .
300 400 500

Longitud de onda (nm)

Figura 9. Espectros de absorcion en el espectro visible de las nanoparticulas. Se incluyeron los espectros de
absorcién del quitosano y del 4cido félico para corroborar la funcionalizacidn de las nanoparticulas a) YAG:Ce3* y b)
Gd,03:Eu.
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3.3.5 Analisis de tamafio y morfologia por microscopia electrénica de transmision (TEM)

Las muestras de YAG:Ce*, YAG:Ce3*/Ch, YAG:Ce*'/Ch-FA fueron analizadas por microscopia electrénica de
barrido, de donde se obtuvieron micrografias (Figura 10a) que fueron analizadas mediante el software
Imagel. Las nanoparticulas exhibieron una morfologia y tamafio uniforme, tendiendo a ser esféricas en su

mayoria y con un tamafo promedio de 16.1 nm (Figura 10b).
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Figura 10. Micrografias de TEM de las nanoparticulas YAG:Ce®* a diferentes magnificaciones, donde a) se observa
una distribucidn de tamafio uniforme y una morfologia con tendencia esférica. b) Distribucién de tamafios de
nanoparticulas YAG:Ce* mediante andlisis por Imagel, donde se observa un tamafio promedio de 16.1 nm de

didmetro entre las nanoparticulas.
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También se analizaron muestras de nanoparticulas YAG:Ce3*/Ch y YAG:Ce*'/Ch-FA (Figura 11), donde se
observd una distribucién mas limitada de nanoparticulas, ya que se encontraron aglomeraciones densas
de lo que podria ser quitosano, donde es posible notar figuras esféricas que sugieren ser nanoparticulas
embebidas en el biopolimero, exhibendo una morfologia y el rango de tamafio (12 — 20 nm) observado en

las nanoparticulas desnudas.

YAG:Ce3*/Ch-FA

100nm

Figura 11. Micrografias TEM de nanoparticulas YAG:Ce3* funcionalizadas. En ambos casos se observan
aglomeraciones que puediesen ser de quitosano con nanoparticulas embebidas (algunas rodeadas en blanco).

3.2 Evaluacion bioldgica in vitro

3.2.1 Ensayo de viabilidad celular

Se realizaron ensayos de viabilidad celular para determinar el efecto que podrian tener diferentes
concentraciones y las funciononalizaciones de las nanoparticulas luminiscentes en la proliferacidn celular
de dos lineas diferentes. En el caso de las nanoparticulas YAG:Ce3*y YAG:Ce*"/Ch (Figura 12) no se observé
una disminucién significativa en la proliferacidn celular con respecto al control negativo, manteniéndose
siempre por encima del 90% de viabilidad. Sin embargo, al incrementar la concentracién de
nanoparticulas, se distingue una ligera disminucién del 5% en la viabilidad en el caso de las nanoparticulas
YAG:Ce*/Ch a partir de una concentracién 12.5 pg/ml. Para las nanoparticulas YAG:Ce3*/Ch-FA, el

porcentaje de viabilidad se vio mas afectado desde la dosis mas baja (1.5 pg/ml), pero el decremento fue
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mayor a partir de los 25 pg/ml. Este comportamiento puede deberse a un mayor grado de internalizacién

de las nanoparticulas hacia el interior de las células.

A pesar del visible decremento al exponer las células a las nanoparticulas de YAG:Ce3*/Ch-FA, estas no
comprometieron la viabilidad celular en mds de un 23%, lo que indica que esta variante de nanoparticulas
siguen siendo un potencial candidato para utilizarse como bioetiquetadores para deteccion de células

cancerosas que expresen receptores de folato.
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Figura 12. Influencia en la viabilidad celular al tratar A) células 293T y B) Células MDA-MB-231 con diferentes
concentraciones de nanoparticulas YAG:Ce3*, YAG:Ce3*/Ch y YAG:Ce®*/Ch-FA. En ambas lineas celulares, la
disminucion en la viabilidad celular comienza a ser mas evidente a partir de una concentracién de 25 pg/ml, sin
embargo, este decremento es poco significativo. Los resultados estan expresados como el promedio + SEM. * P<0.05;
** P<0.01; *** P<0.001, obtenido por analisis ANOVA de dos vias con prueba Bonferroni post-analisis.

El comportamiento de las nanoparticulas de Gd,0s:Eu®, Gd,03:Eu**/Ch y Gd,03:Eu*/Ch-FA (Figura 13)
presentaron un comportamiento contrastante, pues en general disminuyeron la viabilidad celular de
manera mas marcada a partir de la menor concentracion (1.5 pug/ml) utilizada. Sin embargo, como en el
caso del YAG:Ce*/Ch, también hubo un ligero decremento en sobrevivencia de las células al ser tratadas
con Gd,03:Eu®*/Ch. No obstante, se observé que la viabilidad se mantuvo al tratarlas con Gd,0s:Eu3*/Ch-
FA, posiblemente debido a las diferencias morfoldgicas y de superficie que estas podrian presentar, ya que
su potencial zeta resulté mas negativo, lo que podria afectar a la adsorcion en la membrana celular, cuya

carga superficial es también negativa.
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En general, las nanoparticulas Gd,0s:Eu®, Gd,0s:Eu®*/Ch y Gd,03:Eu3*/Ch-FA también comenzaron a ser
citotoxicas a partir de los 25 pg/ml. A pesar de esto, no limitaron en gran porcentaje la viabilidad celular
en ambos tipos de células, por lo que también se sugiere continuar con pruebas para su utilizacion como

bioetiquetadores en la deteccién de células de cancer.
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Figura 13. Influencia en la viabilidad celular al tratar A) células 293T y B) Células MDA-MB-231 con diferentes
concentraciones de nanoparticulas Gd203:Eu®, Gd203:Eu®*/Ch y Gd203:Eu3/Ch-FA. Las nanoparticulas, al ser
funcionalizadas también con acido félico, contribuyeron a mantener la viabilidad hasta una concentracién de 25
ug/ml, observando un evidente pero poco significativo drecremento a los 50 pg/ml. Los resultados estan expresados
como el promedio £ SEM. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001, obtenido por analisis ANOVA de dos vias con prueba
Bonferroni post-analisis.

Estos resultados permiten concluir que ambas nanoparticulas son seguras al menos para las lineas
celulares en las que fueron probadas. No obstante, se decidid continuar con experimentos in vivo
solamente con las nanoparticulas YAG:Ce* y sus funcionalizaciones por el impacto menor que su forma

son funcionalizada generd en ambas lineas celulares.
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3.3 Evaluacidn bioldgica in vivo

3.3.1 Anadlisis de farmacocinética en sangre

Cada una de las muestras de sangre extraidas de los ratones a los que se les suminstré una variante de
nanoparticulas YAG:Ce*, fueron sometidas a una lisis para obtener una solucién mas clara y poder realizar

lecturas de espectrofluorometria.

En la figua 14 se observan los espectros de luminiscencia de cada muestra, pero es dificil diferenciar entre
la fluorescencia de las nanoparticulas y la autofluorescencia de la hemoglobina, pues esta, tiene un
espectro de emisidon que también ronda la misma longitud de onda que las nanoparticulas YAG:Ce*. No
obstante, se observa que el control (amarillo) expresa una luminiscencia que esta por encima de las
muestras que si fueron expuestas a las nanoparticulas. Es por esto, que se puede concluir que no hay
presencia de nanoparticulas en sangre durante estos intervalos de tiempo y que probablmente estas se

encuentren en algun otro tejido, ya que se estd observando sélo la autofluorescencia de la sangre.

Luminiscencia de NPs en sangre
a través del tiempo
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Figura 14. Espectros de emision de sangre lisada. Se utilizé una longitud de onda de excitacién de 450 nm para
buscar la luminiscencia a 530 nm caracteristica de las nanoparticulas YAG:Ce3*. No se puede aseverar la presencia de
nanoparticulas luminiscentes en alguna de las muestras, ya que el control exhibié el mismo comportamiento que el
resto de las muestras, concluyendo que sélo se estd observando la autofluorescencia de la sangre.
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3.3.2 Andlisis de bioacumulacion en tejidos

Los espectros de emision de las nanoparticulas (Figura 6) y de los tejidos (Figura 15) fueron muy similares,
haciendo mas complicado el analisis. Esto es debido a la autofluorescencia de los tejidos, ya que existen
componentes celulares y extracelulares que exhiben espectros de emisién muy cercanos al espectro de

emisién y excitacién de las nanoparticulas YAG:Ce**.
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Figura 15. Espectros de emision de nanoparticulas YAG:Ce3* en tejidos.Se utilizé una fuente de excitacién de 450
nm para excitar a las nanoparticulas que estuviesen presentes en las muestras de tejido. Los espectros de emision
reflejan lo persistente que es la autofluorescencia de cada tejido, no obstante, es importante puntualizar que en la
mayoria de los casos, el control presenta una intensidad de emisidon menor, lo que lleva a considerar la posibilidad
de que existan nanoparticulas en algunos de los tejidos.
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Los resultados de este analsis son poco concluyentes, con excepcién de lo observado en higado, donde se
percibe un comportamiento menos aleatorio. En tal caso, se aprecia mayor luminiscencia de
nanoparticulas a los 15 minutos después de la inoculacidon, mientras que para el resto de los puntos en el
tiempo se aprecia un decremento muy evidente (Figura 16). También se puede concluir que a las 2 horas

post-inoculacion las nanoparticulas no son detectables por espectrofluorometria en el higado.

a) ] b)

Higado ifid
a0 gd - Rinion
—. 8000 — 16000
E 700 -ﬁ,] 14000
_'1;_“ £000 -'-; 12000
5 5000 5 10000
2 4000 o a0
E 3000 ]'E 6000
@ 2000 o 4000
= 1000 E 2m

o o
i 15 31 45 &1 120 MO0 480 960 i 15 30 48 &1 130 MO0 480 9SG0
Tiempo [minutos) Tiempo (minutos)
C . d .
) Corazon ) Pulmon
12000 16000
E 10000 - Jﬁ 14000
2 . 12000
= B0O0 £ 10000
=] =
= B0 . y = 2$
A0 et §
o ¥ ¥ & 400
£ 2000 E xm
0 o
a 15 3 45 6 120 240 4E0  9&0 0 15 30 45 &1 120 MO0 480 @0
Tiempo {minutos] Tiempo (minutos)
e) Bazo
12000
% 10000
]
o a0
=
=
o 6000
m
= 400
e
o
£ 200

L]
a 15 in 45 1) 120 M0 480 960
Tiempo (minutos)

Figura 16. Picos maximos de emision estandarizados a 520 nm. Se buscd el espectro de emision de las
nanoparticulas, sin embargo, la autofluorescencia de los tejidos es muy persistente. . No se encontrd evidencia
certera de que hubiese nanoparticulas en los tejidos analizados. Sin embargo, en higado se observa una tendencia
descendente en la luminiscencia con el paso del tiempo.

Es dificil determinar la presencia de nanoparticulas YAG:Ce* por medio de espectrofluorometria. Esto se
observa en rifidn, corazén, pulmén y bazo, donde los valores de intensidad luminica varian en los

diferentes puntos de tiempo de manera que podria parecer aleatoria. No obstante, en el caso del corazén
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y del pulmdn, se observa que de manera general y con pocas excepciones, la luminiscencia es mayor en
muestras que fueron expuestas a las nanoparticulas que el control, sugiriendo que también pudo haber
una tendencia a que las nanoparticulas se acumularan en esos tejidos. Aun asi, los resultados no son
concluyentes por falta de coherencia entre algunos puntos donde la luminiscencia es demasiado alta en

comparacion con el resto de las muestras a diferentes tiempos de exposicion.

3.3.3 Anadlisis de tejidos por microscopia confocal

A través de microscopia confocal, fue posible observar los nucleos celulares tefiidos con DAPI, brillando en
su caracteristico color azul (Figura 17). En campo verde fue posible observar el tejido gracias a su

autofluorescencia, tanto de rifidn como de higado.

En los cortes de rifidn no fue posible encontrar una sefial que indicara la presencia de nanoparticulas. En
las micrografias (Figura 13), al observar el campo verde, se aprecian dreas cuya fluorescencia es mayor
que en el resto del tejido, pero es poco probable que se trate de nanoparticulas, ya que estas dreas son

apreciables tanto en el control como en la muestra que fue inoculada con las nanoparticulas.
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Figura 17. Micrografias confocales de riiidn. Cortes de rifidén visualizados por microscopia confocal en canales azul,
verde y superpuestos, donde se observan los nucleos celulares tefiidos en azul y la autofluorescencia del tejido. Se
notan estructuras extracelularescon mayor brillo con respecto al resto de la imagen, pero es muy poco probable que
se trate de las nanoparticulas.
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En el caso del los cortes de higado (Figura 18), fue posible notar puntos y cumulos (circulados en blando
en la Figura 18) cuya intensidad en el espectro amarillo/verde era mucho mas alta que la del resto del
tejido. Esos puntos y cumulos se encontraban muy cerca de los nucleos celulares, sin embargo, debido a
la autofluorescencia que producen algunos otros componentes del medio extracelular (y celular), es muy
complicado discernir entre estructuras biolégicas y las nanoparticulas, ya que también fue posible
encontrar esos puntos y cumulos brillantes en los tejidos control. Sin embargo, no se descarta la

posibilidad de que exista nanoparticulas por lo menos en higado.

Canal azul Canal verde Superposicion

Higado control

Higado inoculado

Figura 18. Micrografias confocales de higado. Cortes de higado vistos por microscopia confocal en canales azul,
verde y superpuestos. Se aprecian puntos de alta intensidad luminica asociados a nucleos (azul) que podrian ser
nanoparticulas, sin embargo, estos puntos intensos también se observan en el control, lo que pone en duda la
presencia de nanoparticulas en el tejido.

3.3.4 Analisis de actividad inmunoldgica

Se planted evaluar si existia algun tipo de respuesta hacia las variantes de nanoparticulas por parte del
sistema inmune innato y adaptativo. Para esto, se planted cuantificar algunas células del sistema inmune
innato y adaptativo de ratones antes y depsués de haber sido inoculados con nanoparticulas YAG:Ce®*

funcionalizadas con quitosano y acido félico.
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Debido a que el sistema inmune innato es la primera linea de defensa del organismo, se esperaria que
haya un incremento en la actividad y poblacién de células pertenecientes a dicho sistema, por lo que se
determind la presencia de células de linaje mieloide (neutrdfilos y monocitos), al segundo dia de haber
inoculado a los ratones con las nanoparticulas YAG:Ce** desnudas o funcionalizadas. También se realizé
un segundo analisis a los seis dias post-inoculacién para observar si existia algin cambio significativo a lo

largo del tiempo.

Células de linaje mieloide (sistema inmune innato)
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Figura 19. Porcentaje de poblacion de células de linaje mieloide. Andlisis fue realizado por citometria de flujo. Los
datos se presentan como los porcentajes de neutréfilos y monocitos dentro de una poblacién de células
mononucleares de la sangre periférica. Se muestra la linea base (ratones sin inocular), datos a los dos dias y seis dias
post-inoculacién con nanoparticulas YAG:Ce3*, YAG:Ce**/Ch o YAG:Ce®*/Ch-FA. Se observan decrementos en las
poblaciones de neutréfilos y monocitos, sin embargo, son poco significativos. Los resultados estan expresados como
el promedio + SEM, obtenido por analisis ANOVA de una via con prueba Tukey post-andlisis.

En general, las nanoparticulas no generaron cambios significativos en las poblaciones de células del
sistema inmune innato (Figura 19). Aunque es importante notar que los datos varian un poco al sexto dia,
donde se observa que hubo un incremento en la poblacién de neutrdéfilos al inocular con nanoparticulas
funcionalizadas sélo con quitosano (YAG:Ce*'/Ch), aunque no es significativo. También se observa un

decremento de alrededor del 35% en la poblacidon de neutrdfilos al segundo y sexto dia, esto sélo en el
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grupo inoculado con nanoparticulas funcionalizadas con quitosano y acido félico (YAG:Ce3*/Ch-FA), sin
embargo, este cambio tampoco es estadisticamente significativo. En el caso de la poblacidon de monocitos,
el cambio fue todavia menos significativo que lo observado con los neutroéfilos, no obstante, en el caso de
las nanopartdculas desnudas, se observé un incremento de alrededor del 35% en la poblacién de

monocitos.

Para el caso del sistema inmune adaptativo (Figura 20), se tomé en cuenta que se requiere de un periodo
de tiempo mayor para observar algun tipo de actividad por parte de los linfocitos, ya que primero tuvieron
qgué haber pasado por presentacidon de antigenos, maduracidn y activacién. Por esto, se determind el
porcentaje de células de linaje linfoide (linfocitos T CD4* y CD8*) hasta el dia seis post-inoculacion de
nanoparticulas. En la Figura 20, los linfocitos T CD4* y CD8" estan considerados dentro de la poblacién de

linfocitos T CD3".
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Figura 20. Porcentaje de poblacién de células de linaje linfoide. Andlisis fue realizado por citometria de flujo. Los
datos se presentan como los porcentajes de neutréfilos y monocitos dentro de una poblacién de células
mononucleares de la sangre periférica. Se muestra la linea base (ratones sin inocular), datos a los dos dias y seis dias
post-inoculacién con nanoparticulas YAG:Ce3*, YAG:Ce?/Ch o YAG:Ce®*/Ch-FA. Es evidente que la funcionalizacién
del material causa menos decremento en la poblacion de linfocitos. Los resultados son expresados como el promedio
+ SEM, obtenido por analisis ANOVA de una via con prueba de Sidak post-analisis.
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Las nanoparticulas desnudas provocaron un decremento estadisticamente significativo del 31.27% en la
poblacién de linfocitos T. Dentro de esa misma poblacidn y grupo inoculado con nanoparticulas desnudas,
el porcentaje de linfocitos T CD4* tuvo un decremento significativo del 32.62%. En el caso de la
subpoblacién de linfocitos T CD8*, y en los grupos que fueron inoculados con nanoparticulas

funcionalizadas con quitosano y con quitosano y acido fdlico, no se observaron cambios significativos.

De este analisis, se puede concluir que de manera general, las nanoparticulas no exhiben un
comportamiento que sugieran decrementos e incrementos considerables de las poblaciones de células

inmunes, y que su funcionalizacidn con quitosano y acido fdlico, podria hacerlas mas seguras.
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Capitulo 4. Discusion

Durante el desarrollo de este trabajo, se sintetizaron nanoparticulas fotoluminiscentes a partir de
elementos de tierras raras como nucleo para después funcionalizarlas con quitosano y con quitosano y
acido folico, con la finalidad de mejorar la biocompatibilidad y especificidad de las nanoparticulas
respectivamente. Se ha reportado que la naturaleza conservada del quitosano como polisacdrido, le
permite casi pasar desapercibido por el sistema inmune hasta su degradacidn por amilasas, y gracias a sus
grupos amino, es posible conjugarlo con moléculas como el acido félico. Por tal motivo, y porque algunos
tipos de cancer sobreexpresan receptores de folato, se decidid conjugar el quitosano presente en la
superficie de las nanoparticulas al haber sido funcionalizadas, con el acido félico para lograr que la
nanoparticula tuviese mayor afinidad por células tumorales y penetrar en su medio. Con esto en mente,
seria posible utilizar a estas nanoparticulas como una nueva opcién de medio de contraste y para mejorar

la sensibilidad y resolucidon de métodos como el CT-Scan y la mamografia.

De acuerdo a la caracterizacion fisicoquimica, los resultados obtenidos nos permitieron determinar que se
lograron sintetizar nanoparticulas YAG:Ce* y Gd,03:Eu**. Se buscé confirmar la funcionalizacién tanto con
guitosano, como con quitosano y acido félico por espectrofotometria UV-Visible, donde fue posible
identificar los grupos funcionales de estos dos componentes orgdnicos. No obstante, alin es necesario
realizar analisis por Espectrometria Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) para tener mayor certeza
de que los grupos amino y carboxilo del quitosano y el acido félico respectivamente, fueron conjugados

exitosamente.

Otro punto importante a considerar, es el potencial Zeta, donde se observé una variacion considerable e
incluso cambios de negativo a positivo y viceversa. A pesar de estas variaciones, las nanoparticulas
funcionalizadas con quitosano y acido félico mantuvieron un potencial zeta ligeramente por debajo de
cero, lo que sugiere una ligera tendencia a aglomerarse, pero también sugiere que son estables en medios
acuosos. No obstante, es muy importante considerar mas estudios que analicen los medios en los que
estas nanoparticulas se comporten de una manera menos coloidal y con menor tendencia a aglomerarse.
También se sugiere investigar mas sobre su comportamiento en medio bioldgico y sangre. El potencial
zeta de una nanoparticula se ve influenciado por las impurezas en su estructura, tamafo, el medio en el
que estdn suspendidas las nanoparticulas y su pH. Por esto, es importante considerar cdmo se

administraran las nanoparticulas y cémo podrian interactuar con el medio biolégico.



41
En la parte bioldgica, se observd que in vitro el tratamiento de dos lineas celulares, una normal y otra
cancerosa. con las nanoparticulas sintetizadas, no afecta significativamente el porcentaje de viabilidad
celular. Se determind que al funcionalizar las nanoparticulas YAG:Ce* con quitosano y con &cido félico, la
viabilidad celular tuvo un ligero decremento, probablemente debido a que hubo mayor internalizacién de
las nanoparticulas. Esto no sucedié con las nanoparticulas Gd,0s:Eu®*, pues se observé que la viabilidad
celular se mantuvo mejor al agregar el quitosano y el acido félico en la superficie de las nanoparticulas.
Esta diferencia pudo deberse primordialmente a las diferencias fisicoquimicas de las nanoparticulas, como
el tamafio y morfologia. En el trabajo de Jain (2018), se observd por TEM, que las nanoparticulas Gd,0s:Eu®*
también sintetizadas por combustidn asistida por sacarosa, exhibian una morfologia mayormente esférica
con tendencias poliédricas, ademads de un tamafio cercano a los 20 nm. Por otro lado, las nanoparticulas
YAG:Ce?*, a través de los analisis por TEM, tendieron a una morfologia esférica y a un tamafio de alrededor
de 16 nm, no obstante, al ser funcionalizadas con quitosano, se observaron aglomeraciones posiblemente
del polimero con nanoparticulas embebidas. Esto sugiere y refuerza la necesidad de estudiar diferentes
medios de suspensién y administraciéon para las nanoparticulas que promuevan una mejor dispersion.

También se sugiere investigar mas métodos de embebido con el mismo polimero.

Los resultados in vitro alentaron a que se probaran las nanoparticulas en un modelo in vivo. En este caso,
por limitaciones de tiempo, se realizaron anélisis in vivo con las nanoparticulas YAG:Ce3* y sus variantes
para determinar su farmacocinética, bioacumulacion y respuesta por parte del sistema inmune. Del lado
de la farmacocinética, se inocularon las nanoparticulas YAG: Ce3*/Ch-FA, y al analizar la sangre por medio
de espectrofluorometria, no se logré identificar claramente la emisidn caracteristica de las nanoparticulas.
Esto sucedio a pesar de lisar los eritrocitos para disminuir la autofluorescencia generada por componentes
bioldgicos que pueden estar presentes en sangre y que podrian actuar como “fluoréforos endégenos”,
entre ellos las flavinas, algunos lipo-pigmentos y porfirinas (Monici, 2005), cuyo intervalo de emision ronda
los 500 a 700 nm, intervalo en el que las nanoparticulas YAG:Ce3* emiten su luminiscencia. Al analizar los
tejidos, tambien ocurrié el problema de autofluorescencia utilizando la misma técnica de
espectrofluorometria, con excepcion del higado, donde a pesar de que los espectros de emisién eran muy
similares entre muestras, era posible correlacionar el tiempo con una disminucién en la concentracion de

nanoparticulas, siendo este el comportamiento esperado.

Debido a los problemas con la técnica de espectrofluorometria, se optd por visualizar cortes de higado y
rifidn por microscopia confocal para observar directamente cimulos de nanoparticulas empleando filtros
afines a su emisidn caracteristica. Pese a ello, el resultado fue casi el mismo, pues debido a la misma

autofluorescencia, no fue posible distinguir a las nanoparticulas del resto del tejido en caso de haberlas.
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Estos problemas de autofluorescencia se deben a las ventanas bioldgicas para imagenologia, es decir, los
intervalos dentro del espectro electromagnético en los que la luz atraviesa sangre y tejidos de manera
eficiente en lugar de ser absorbida. Un ejemplo de esto, es entre los 650 — 950 nm, en otras palabras, en
el infrarrojo cercano (Smith et. al., 2009). La sangre y los tejidos absorben muy poca radiacién del espectro
infrarrojo cercano, pero sucede lo contrario con la luz en el espectro visible, por lo que la longitud de onda
de emisidn ideal de un agente fluorescente para imagenologia in vivo debe estar en la regién de los 700 —
1100 nm aproximadamente (Wang et al., 2015). A pesar de que las nanoparticulas YAG:Ce** tienen su pico
emisidn en el espectro visible, cerca de los 530 nm, no se debe descartar la posibilidad de utilizarlas para
imagenologia, pues en el estudio de Wang et. al. (2015), se utilizdé el mismo nucleo de tierras raras, con la
diferencia de que la estructura YAG estaba co-dopada con neodimio (Nd). Esta simple modificacion generé
gue la nanoparticula emitiera luz en el infrarrojo cercano con un haz de excitacién a 470 nm. Es importante
considerar que si se sintetizara esta variante YAG:Ce3*/Nd*" para dar seguimiento a este estudio, no
deberia de esperarse cambios significativos en las propiedades fisicoquimicas en comparacién con las
nanoparticulas sintetizadas en este trabajo, pues la estructura cristalina tipo granate se mantendria
primordialmente porque los iones cerio se encuentran posicionados de manera sustitutiva en los espacios
pertenecientes al itrio (Y) en un porcentaje pequefio dentro de la estructura, por lo que se esperaria lo

mismo del neodimio.

Para completar los analisis in vivo, se determiné la presencia de células del sistema inmune innato y
adaptativo antes y después de un tiempo de inoculacidn de las nanoparticulas en ratones. Los resultados
de este andlisis, en general, sugieren que las nanoparticulas YAG:Ce** no generan decrementos
significativos en las poblaciones de células del sistema inmune que se analizaron, y esto se minimiza aun
mas al funcionalizar con quitosano o con quitosano y acido félico. A pesar de esto, es recomendable
realizar mas estudios al respecto, pues aun se desconoce mucho sobre cdmo ocurriria una presentacién
de antigeno con este tipo de materiales y qué otro tipo de interacciones podrian desencadenarse a mayor
periodo de tiempo. En adicion, es de importancia considerar que para poder pasar de una fase pre-clinica
a fase clinica, es necesario proveer informacién detallada con respecto a las dosis a suministrar y sus

niveles de toxicidad (FDA, 2018).



43

Capitulo 5. Conclusiones

En el presente trabajo, se realizd un estudio de nanoparticulas fotoluminiscentes YAG:Ce?* y Gd,0s:Eu’*y
su posible uso como auxiliares en el diagndstico de cancer de mama al ser excitadas con luz en el espectro
visible. También se evalud la influencia del quitosano y el acido félico como recubierta para mejorar la
biocompatibilidad y como ligando para lograr mayor afinidad hacia el tejido canceroso respectivamente.
Los resultados in vitro mostraron que las nanoparticulas eran adecuadas para continuar con los andlisis in
vivo, donde se evalué la seguridad de las nanoparticulas YAG:Ce3*, YAG:Ce3*/Ch y YAG:Ce*/Ch-FA en un
modelo murino, y por andlisis de farmacocinética, bioacumulacién y actividad inmunoldgica, se puede
concluir que las tres variables podrian ser seguras para el modelo en el que se realizaron los analisis.
Ademas, la funcionalizacién con quitosano y con acido fdlico, parece mejorar la biocompatibilidad de las
nanoparticulas. No obstante, alin es necesario realizar mas pruebas, pues aln se desconocen los efectos
a largo plazo y su mecanismo de eliminacidn. También se sugiere realizar pruebas con tejido tumoral en el
modelo de estudio, empleando técnicas diferentes a la espectrofluorometria para determinar Ia
especificidad de las nanoparticulas funcionalizadas. Mientras tanto, se presentan algunos de los puntos

mds importantes de este trabajo.

e Se sintetizaron nanoparticulas YAG:Ce* y Gd,0s:Eu®, las cuales fueron funcionalizadas con

quitosano y acido fdlico.

e Sedetermind que ambas nanoparticulas con sus respectivas funcionalizaciones son seguras en dos

lineas celulares, una de rifién y otra de cancer de mama.

e No se logré distinguir la presencia de nanoparticulas YAG:Ce** y sus variantes en sangre ni tejidos

al cabo de 15 minutos de su inoculacién. Esto, probablemente por limitaciones técnicas.

e Se determiné que la autofluorescencia es un problema si se considera utilizar nanoparticulas

YAG:Ce* porque los tejidos también absorben y emiten en el espectro visible.

e Se comprobd que in vivo, mediante la cuantificacion de células de linaje mieloide y linfoide, las
nanoparticulas YAG:Ce* y sus funcionalizaciones no generan decrementos significativos en células

del sistema inmune innato y adaptativo.

e También se concluye que la funcionalizacidn con quitosano y con acido félico, debe analizarse mas

a fondo.
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