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RESUMEN

La terapia fotodinamica es una
técnica alternativa para el trata-
miento del cancer y diversas en-
fermedades mediante luz, oxigeno
molecular y un fotosensibilizador
(Fs). Un Fs es una molécula es-
pecializada en absorber un foton
para estimular la promocion de un
estado basal a un estado triple-
te excitado que, al encontrarse
con oxigeno molecular, es capaz
de producir especies reactivas
de oxigeno. En el presente tra-
bajo, se reporta la sintesis de

un compdsito nanoestructurado
de nanoesferas de carbono (cns)
usado como fotosensibilizador
conjugado con nanoparticulas de
oro (Aunps) soportados en una
matriz de quitosano-Gma (Q-GmA).
Se observé por medio de las
caracterizaciones de FT-IR, UV-VIS y
SEM que los compdsitos no alte-
raron la estructura de la matriz ni
del plasmon caracteristico de las
Aunps en las muestras de Q-GmaA-
CNs-AuNPs a 0.4 y 0.6 mM; ambos
compuestos constituyen fotosen-
sibilizadores potenciales para su

aplicacién en terapia fotodindmica.

Palabras clave: fotosensibiliza-
dores, nanoparticulas, oxigeno
singulete, terapia fotodinamica.

oxygen to obtain reactive oxy-
gen species. In the present work,
the synthesis of a nanostructured
composite made of carbon nano-
sphere (cNs) used as a photo-
sensitizer, conjugated with gold
nanoparticles (Aunps) supported
in a Chitosan-GMA matrix is report-
ed. It was observed through the
characterization of Fr-Ir, uv-vis and
sem that conjugation did not alter
the chitosan matrix and that the
photosensitizer also maintained
the Aunps characteristic plasmon
in the samples Q-GMA-CNS-AuNPs
with a concentration of 0.4 and

0.6 mM. These two compounds are
considered as potential photosen-
sitizers for their application in pPDT.

Keywords: photosensitizer, up-
converting nanoparticles, singlet
oxygen, photodynamic therapy.

INTRODUCCION

La terapia fotodinamica (poT, pho-
todynamic therapy) es una técnica
no invasiva para el tratamiento de
enfermedades no oncolégicas, asi
como diferentes tipos de cancer
en distintas locaciones; involucra
el uso de especies reactivas de
oxigeno (ros) producidas por un
Fs (o por un colorante no tdxico)
con la presencia de luz de baja
intensidad y oxigeno molecular

Se buscan nuevos | ABSTRACT [1], [2]. Se basa en la acumulacién
materiales y compuestos del compuesto en tejidos pato-
que sean de utilidad | Photodynamic Therapy |6gicos a través de la aplicacion
en tratamientos menos | (pbT) is an alternative local o sistémica, seguido de
invasivos para el cancer que | technique for cancer la absorcion de radiaciéon a una
las alternativas actuales. | treatment and other longitud de onda apropiada para
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diseases. To have a pho-
todynamic effect, it is imperative
to have light, molecular oxygen,
and a photosensitizer. A photo-
sensitizer is a specialized molecule
that absorbs light to stimulate
the promotion from ground state
to a triplet excited state, that
interacts directly with molecular

iniciar un proceso de activacion, la
cual desemboca en la destruccién
selectiva de células indeseables.

Un fotosensibilizador ideal debe
tener alta pureza quimica, esta-
bilidad a temperatura ambiente
y solubilidad en el cuerpo, se-
lectividad, ademas de no tener



toxicidad en oscuro ni absorciéon
solapada con melatonina, hemog-
lobina ni oxihemoglobina. En la
bisqueda de esas propiedades,
los Fs se han desarrollado en
generaciones; y cada una resuelve
los problemas de la anterior [3].

En la primera generacién tenemos
la introduccién de una mezcla de
porfirinas denominada derivados
de hematoporfirina (HpD) y la
fotofrina. Estos compuestos han
sido probados contra cancer de
pulmén, colorrectal, mama, oral

y de ovarios [4]{8]. Los inconve-
nientes con esta generacion son
su poca pureza quimica, baja
penetracion tisular y el extendido
tiempo de vida media, el cual pro-
voca hipersensibilidad en la piel.

Los elementos caracteristicos de la
segunda generacion incluyen alta
pureza quimica, elevado rendi-
miento de formacién de oxigeno
singulete ('0,), répida eliminacién
del cuerpo y mejor penetracion
en los tejidos. Esta Ultima se debe
a los méximos de absorcién en

los rangos de 650-800 nm [9]. Los
Fs de esta generacion incluyen
texafirinas, clorinas, bacterioclo-
rinas, ftalocianina y colorantes
sintéticos. Su principal desventaja
radica en dos problemas: poca
selectividad y tendencia a agre-
garse. Debido a que la capacidad
de producir 'O, es una propiedad
exclusiva de especies monomé-
ricas, fue necesario el estudio de
nuevos compuestos de apoyo [10].

Las estructuras moleculares planas
de los Fs que son necesarias para
la absorcion de luz, les confie-

ren propiedades hidrofébicas que
promueven su agregacion [11]; por
ello, el principal objetivo de la
tercera generacién es aumentar

la selectividad y distribucion por
medio de la combinacién con

moléculas receptoras, anticuer-
pos y marcadores de superficie
tumorales. Estas modificaciones
se pueden obtener por medio del
encapsulamiento o inmovilizacion
del Fs en nanoplataformas [12][13].

La aplicacion de nanomateriales
con Fs ha sido extensamente
estudiada y durante el desarrollo
de la tercera generacion se des-
cubri6 la habilidad de generar 'O,
de los nanomateriales con altos
rendimientos cuanticos. Dentro
de estos compuestos tenemos
nanoparticulas, nanotubos de
carbono, grafeno, nanoesferas de
carbono y puntos cuanticos que
han sido probados y han demos-
trado una alta especificidad en
células de cancer de mama, higa-
do y pancreas, etcétera [14]-18].

El quitosano es un vehiculo trans-
portador de farmacos, asi como de
nanoparticulas y Fs [19] que ha mos-
trado una buena interaccién con
las nanoestructuras de carbono por
medio de la conjugacién quimica
de los grupos amino del quitosano
con los dobles enlaces C=C [20]; de
igual manera, al soportar un Fs en
este biopolimero, se ha observado
que los pardmetros fotofisicos y de
estabilidad mejoran, reduciendo la
posibilidad de generacién de foto-
productos y vias de desviacién [21].

MATERIALES Y METODOS

Los materiales utilizados fueron
quitosano (Q), acido acético,
acetonitrilo, glicidimetacrilato,
acido cloroaurico (Sigma Aldrich)
y nanoesferas de carbono (cns)
(cIDETEQ). La preparacién del Qui-
tosano-aMa (Q-GgMmA) se llevd a cabo
mediante la técnica de Elizalde et
al. a través de la precipitacion de
la mezcla de quitosano y glicidil-
metacrilato en acetonitrilo [22]; la

sintesis de las nanoparticulas de
oro a 0.2, 0.4y 0.6 mM se realizd
por medio de la reduccidn del
acido cloroaurico en quitosano

y Q-GMA por separado; para la
mezcla de las nanoesferas de car-
bono y las muestras anteriores, se
realizé la incorporacién del nano-
material al 10 % w/v. No se usé pu-
rificacion adicional en los reactivos
y se utilizaron como se recibieron.

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

EsPECTROSCOPIA DE INFRARROJO
(FT-IR)

Se prepararon peliculas de es-
pesor menor a 70 mm realizando
barridos de 4000 a 450 cm™ donde
se identificaron las vibraciones de
los grupos principales de quitosa-
no y Q-Gma con las nanoparticulas
de oro y nanoesferas con ayuda
del equipo Spectrum Two,, .

ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-
VISIBLE (UV-VIS)

Se utilizaron muestras liquidas
de las mezclas de quitosano y
Q-GMa con las nanoparticulas de
oro y nanoesferas para medir el
plasmon presente en ellas. Se
realizé el analisis de 350 a 800 nm
con el equipo GENESYSTEM 10S

de la marca THERMO Scientific.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
BARRIDO (SEM)

La morfologia superficial y dis-
tribucién de las nanoparticuals
de oro con las nanoesferas se
realiz6 por medio del micros-
copio electrénico de barrido
(seM) modelo JEOL JSM 4010 LA con
voltajes de aceleracion de 15y 20
kV'y ampliacién de 50 a 6000x.
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Figura 1. Espectro de rT-Ir de a) Q y Q-cmA y b) Q-Aunr’s al 0.2, 0.4y 0.6 mM.

DISCUSION Y RESULTADOS

En la Figura 1a se muestra la
comparacién de los espectros de R
de Qy Q-gMA; podemos observar
que el espectro del primero tiene
el estiramiento caracteristico (n) de
los grupos O-H y N-H en la zona
de los 3400 cm™; en 2931y 2876 cm”,
las tensiones asimétrica y simétrica
del grupo CH2, respectivamente;
en 1650 cm™ tenemos la tension
caracteristica del grupo amida con
su deformacién en 1550 cm™; en la
zona de los 1370 cm™ tenemos la
tension del grupo -NHCO con el
estiramiento del grupo C-N en
1312 cm™; en el rango de 1080 a 1030
cm’, tenemos la tensidén asimétrica
y simétrica del grupo C-O con los
picos caracteristicos de los sacari-
dos en 1160y 895 cm™. El compues-
to sintetizado de Q-GMA presenta
un corrimiento del grupo C=0 en
1600 cm™; en 1550 cm™ tene-

mos el estiramiento caracte-

ristico del grupo C=C al igual

que las deformaciones de los
grupos CH, y C-O-C en 1400 y

1160 cm™, respectivamente.

A su vez, la Figura 1b expone el es-
pectro de FT-IR de la conjugacion de
Q con Aunps. Se observa una ate-
nuacién en las tensiones y defor-
maciones de los grupos O-Hy NH,
que sugiere que los grupos O-H

participan en la quelacion con las
nanoparticulas con el grupo NH,,.
Adicionalmente, la atenuacion en la
zona de las 3400 cm™ muestra que
los grupos antes mencionados tam-
bién participaron en la reduccién y
estabilizacién de las Aunps [23]. De
igual manera, no se muestra cam-
bio significativo en la estructura, ya
que no desaparecieron los picos
caracteristicos del Q en el grupo
C-O-C mostrados en la Figura 1a.

En la Figura 2a tenemos el es-
pectro de FT-IR de la conjugacion
de Q-Gma con Aunps. Es visible

un aumento en el porcentaje de
absorbancia de los grupos antes
mencionados debido a la presen-
cia de las nanoparticulas de oro

en las concentraciones de 0.2y 0.4
mM. La concentracién de 0.6 mM
mostré una disminucidn de dichas
intensidades debido nuevamente
a la conjugacién en los grupos
amino disponibles del Q-Gma.

En la Figura 2b, del espectro de
Q-GMA-CNs-AuNPs, notamos que la
presencia de las nanoesferas de
carbono aumenté el porcentaje de
absorbancia en las deformaciones
y estiramientos de los grupos de
C=0 en 1650 cm™ y de los grupos
C=C en 1550 cm™'. Este comporta-
miento también se presenta en los
picos caracteristicos de los sacari-
dos en ambos compuestos en 11460

y 895 cm™'. Entonces, tenemos que
las sintesis no alteraron la estruc-
tura de las matrices de Q y Q-Gwma,
ya que se conservé la tension
C-O-C en la zona de los 1160 cm™.

La caracterizacién uv-vis se realizd
para verificar el plasmén de las
Aunps en las muestras de Q-gma 'y
Q. En la Figura 3a, se observa el
espectro uv-vis del Q y sus posterio-
res modificaciones con las nano-
particulas sintetizadas. La imagen
muestra que el plasmon es casi
indetectable en concentraciones
de 0.2 mM de Aunps; sin embargo,
conforme aumenta la concentra-
cién de oro, podemos observar

el plasmén caracteristico de estas
a 528 nm, hasta alcanzar su punto
mas evidente en 0.6 mM. Por otra
parte, en los compuestos de Q-gma
con Aunps, se puede notar de
mejor manera la presencia de este
plasmén (Figura 3b). En el espectro
de Q-GMA-Aunps al 0.6 mM de la
misma figura, podemos observar
una atenuacién en la absorbancia
del Q-ama debido a la presencia
de las nanoparticulas, mismas que,
tras observar el espectro de Ir de
este compuesto, podemos decir
que no degradan ni rompen la
estructura de la matriz de Q-GgmA.

Una vez verificada la presencia del
plasmén, se procedié a sintetizar
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Figura 2. Espectro de F1-Ir de a) Q-GMA-Aunps y b) Q-GMA-CNS-AUNPs.

las muestras de Q-GMA con cNs
debido a que la presencia del plas-
mon es mas evidente. La Figura

4 evidencia que los compuestos
conservan el efecto plasmén adn
en su conjugacion con las cns.

Hay una absorbancia débil en la
zona de los 800 nm, pero que debe
considerarse para la activacion
del fotosensibilizador, ya que al
tener el plasmén de las Aunes,
es posible sumar la absorcién de
dos fotones y convertirlas en un
solo fotédn de mas alta energia
(emisidn antistokes); es decir,

la transicion de estado basal a
estado excitado seréa a través

de la absorciéon simultéanea de
dos fotones de baja energia.

De igual manera, este estudio
permite suponer que la resonancia
superficial del plasmén (spr por sus
siglas en inglés) es aprovechable
en forma de calor, lo que permi-
tird incrementar la eficiencia de
excitacion de las nanoesferas, asi
como la oportunidad de com-
binar terapia fotodinamica con
terapia fototérmica (pp1/pTT) [24].

Debido a que las muestras de
Q-GMA-cNs-Aunps al 0.4 'y 0.6 mM
conservaron el plasmén, se
seleccionaron para su caracteri-
zacién por sem. En la Figura 5 se
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Figura 3. Espectro de uv-vis de a) Q-Aunps y b) Q-GmA-Aunes.

Au.a)

528

Q-Gl
Q-Gl
Q-G

MA-CNS con AuNPs al 0.2 mM ——
MA-CNS con AuNPs al 0.4 mM ——
MA-CNS con AuNPs al 0.6 mM

350

400

450

500

550

nm

600

650 700 750 800

Figura 4. Espectro de uv-vis de Q-GMA-CNs-AUNPs.

0Je12J9N] Sp BWOUOINY PEPISISAIUN | elsiuabul ap peijnde4 | olunf-otaua | 0| "wnN 9 °[OA | e1Bojouda] e| A eidual) e| ap seadadsiay

€202 O¥3aN3

57



58

Perspectivas de la Ciencia y la Tecnologia | Vol. 6 Nim. 10 | enero-junio | Facultad de Ingenieria | Universidad Auténoma de Querétaro

aprecian puntos blancos brillan-
tes en el Q-Gma-cNs-Aunps al 0.4
mM (marcados en circulos rojos)
que se atribuyen a la distribucion
de los clusters de nanoesferas de
carbono funcionalizados con las
nanoparticulas en una matriz de
Q-GMmA; sin embargo, es necesaria
una prueba Tem para identificarlos
formalmente.

En la Figura ¢ se exhibe la micro-
grafia de la muestra de Q-Gma-
cNs-Aunps al 0.6 mM; los clusters
que se observan, atribuidos a la
distribucién y forma esférica de
las nanoparticulas con las na-
noesferas, son mas notorios.

CONCLUSION

Los resultados presentados por

las caracterizaciones demuestran
que se obtuvo un compésito
nanoestructurado soportado en
una matriz de Q-gmaA, debido a

que las tensiones caracteristicas de
los grupos C-O-C obtenidos en la
caracterizacion de FT-IR se conser-
varon; de igual manera, la unién
de las nanoparticulas con el Q-gma
es quimica, como se puede ver en
las atenuaciones de las tensiones
de los grupos NH,; por otra parte,
las nanoparticulas complejizadas
con las nanoesferas conservaron

su efecto plasmén en los com-
positos de Q-GMA-CNs-AUNPS en
concentraciones de 0.4y 0.6 mM
(uv-vis), y mostraron una distribu-
cién uniforme en clusters sobre
toda la estructura (sem). Dado que
la PDT €s menos invasiva que los
procedimientos quirdrgicos y los
efectos secundarios son menores
que la quimioterapia y radioterapia,
la investigacion de nuevos fotosen-
sibilizadores que sean estables, con
efecto plasmén y que estén distri-
buidos de manera uniforme en la
estructura, es necesaria para migrar
a este tratamiento fotodinamico.

Figura 5. Imagen sem de Q-GMA-cNs-Aunps al 0.4 mM.
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Figura 6. Imagen sem de Q-GMA-cNs-Aunps al 0.6 mM.
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