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RESUMEN

El cancer de piel se ha posicionado como uno de los padecimientos con mayor
letalidad y recurrencia en los Gltimos afios, denotando preocupacion en la comunidad médica
y cientifica, priorizado la bdsqueda de tratamientos eficientes, focalizados y de minima
invasion, tal como la terapia fotodinamica (TFD) cuyos efectos secundarios son minimos
comprandolos con técnicas convencionales actuales. Con el uso y mejora de compuestos
fotosensibilizadores de segunda generacién anclados a sistemas nanométricos se han podido
obtener resultados prometedores. En el presente estudio se realizd el acoplamiento entre
ftalocianinazinc (ZnPc) y nanotubos de carbono de pared sencilla (SWNTCs) bajo

condiciones de tiempo y temperatura de reaccion distintas.

Figura 1. Resumen gréfico.
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I. INTRODUCCION

En afios recientes el cancer se ha convertido en una enfermedad recurrente, convirtiéndose
en una de las principales causas de muerte a nivel mundial,* deteriorando la calidad de vida de
quienes la sufren este padecimiento, por lo que una deteccion temprana de la misma puede
ayudar a salvaguardar la integridad del paciente, por lo que la comunidad médica ha llevado a
cabo multiples campafas de concientizacion y prevencion puesto que todos estamos expuestos
a manifestarla en algin momento de nuestra existencia.

Diversos estudios han demostrado que existen diversos factores por las cuales una persona
puede presentar cancer, ya sea por estar en contacto con fuentes de contaminacion toxicas (por
ejemplo, metales pesados o solventes) o radioactivas, por la alta ingesta de ciertos
conservadores y colorantes en alimentos, malos héabitos de consumo (alcoholismos,
tabaguismos, consumo de sustancias ilicitas y demas) e incluso este mal puede presentarse por
causas hereditarias. Estos elementos contribuyen a la modificacion del &cido
desoxirribonucleico (ADN) contenido dentro de las células alterando su funcion y propiciando
la aparicion de tumores en diversas areas del cuerpo.

Entre los tipos de cancer mas comunes se encuentra el cancer de mama y proéstata, siendo
esta una de las principales causas de muerte en mujeres y varones, respectivamente. De forma
general, para tratar cualquier tipo de cancer se lleva a cabo un procedimiento de extirpacion
tumoral seguido de tratamiento de radioterapia, inmunoterapia o quimioterapia. Actualmente
se trabaja en el desarrollo de nuevas técnicas de minima invasion para el combate del cancer.

Actualmente ha sido notorio un incremento considerable en el numero de casos

relacionados al cancer de piel. La sobreexposicion a la luz solar y sin proteccion alguna se ha
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tomado como la principal causa en la aparicion de melanomas en piel, ademas se debe tener en
cuenta que el incremento de los gases contaminantes en la atmosfera han ido deteriorando
nuestra capa protectora natural: la capa de ozono, que al verse dafiada, deja pasar una mayor
cantidad de radiacion ultravioleta (UV) a la superficie terrestre.

La TFD es una via factible para tratar el cancer de piel, consistiendo en el suministro de
materiales fotosensibilizadores en el area afectada, para después irradiar con una luz a
determinada longitud de onda (lo mas comdn es utilizar un laser o dispositivo LED), a
longitudes de onda (1) > 600 nm, induciendo la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), que a su vez desencadenan la apoptosis y necrosis del tejido canceroso.

Esta técnica es altamente socorrida ya que es focalizada y con ella se evita el dafio hacia
células sanas. Por ello, el desarrollo de fotosensibilizadores méas eficientes y que puedan
ejercer su efecto terapéutico a mayores valores de A es crucial para mejorar la aplicacion y
amplificar el efecto curativo deseado.

Uno de los fotosensibilizadores ampliamente usados son los de la familia de las
ftalocianinas (Pc), los cuales son compuestos derivados de las porfirinas compuestos por
cuatro grupos isoindol unidos mediante cuatro atomos de nitrégeno y ocho atomos de carbono
con dobles enlaces alternados. Tienen la capacidad de coordinarse con metales, tales como el
cobre, hierro, o0 zinc, por mencionar algunos. La ZnPc ha sido estudiada ampliamente,
encontrando que estas presentan una absorcion de luz por encima de los 600 nm, reduciendo el
efecto fototoxico. Otras investigaciones destacan el perfeccionamiento de nuevas fuentes de
energia con eficiencia mejorada a las ya posicionadas en este ramo.

El desarrollo de la nanotecnologia ha permitido obtener materiales biocompatibles en el

orden de 10° m con morfologia diversa y propiedades altamente mejoradas, los cuales tienen

2
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la capacidad de ser empleados en el area médica. Los nanotubos de carbono son sistemas
nanoestructurados conformados por ldminas de carbono hexagonal enrolladas de estructura
tubular bidimensional ya empleados como acarreadores de farmacos o como material de
soporte. Los hay de pared sencilla o pared mdltiple, los cuales en ambos casos poseen
propiedades mejoradas, del tipo térmico, de conductividad, mecanicas y magnéticas. Por otra
parte los puntos de carbono (PCs) son definidos como nanocristales cuasi esféricos de grafeno
utilizados como biomarcadores o nanosensores, y en técnicas de bioimagen, por sus
propiedades fotoluminiscentes.

Sin duda alguna es indispensable desarrollar tratamientos oncolégicos eficientes y
superiores a los ya manejados en el mercado que permitan aliviar esta problematica social y de
salud. La integracion de nanomateriales con sustancias fotosensibilizadoras, como la ZnPc,
permitirian obtener un efecto sinérgico obteniendo sistemas nanoestructurados con un mayor
poder de penetracion permitiendo emplear la TFD en otros tipos de cancer distintos al cancer
de piel. De hecho la ZnPc ha sido probada de forma exitosa en el cancer de color, de pulmon y
de cuello.

Por tal motivo, en el siguiente trabajo se realizd el acoplamiento de ZnPc en SWNTCs
funcionalizados con distintos grupos diamina y PCs a fin de verificar el su efecto terapéutico

para su potencial uso en el tratamiento de padecimientos del tipo oncoldgico.
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Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1. Justificacion

El incremento significativo en el nimero de casos activos vinculados al cancer de piel en
la poblaciébn mundial, ha despertado el gran interés de la comunidad cientifica por el
desarrollo y busqueda de fotosensibilizadores de segunda generacion como la ZnPc acoplados
a tratamientos focalizados y de minima invasion como la TFD, convirtiendo esta técnica util

para tratar otro tipo de padecimientos oncoldgicos en 6rganos internos.

2.2. Planteamiento del problema

En el presente proyecto se plantea la preparacion de una pequefia biblioteca de
nanomateriales de SWNTCs y PCs funcionalizados con distintos tipos de diaminas a fin de
soportar un fotosensibilizador de ZnPc para su posible empled en el tratamiento del cancer de

piel via TFD.

2.3. Objetivo general

El objetivo general de este proyecto es funcionalizar con distintas diaminas, acoplar con
ZnPc y caracterizar el conjunto de sistemas nanoestructurados a base SWNTCs y PCs, con la
finalidad de obtener una pequefia biblioteca y evaluar su efecto citotoxico para su uso tentativo

en el tratamiento del cancer de piel via TFD.
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2.4. Obijetivos particulares

V.

VI.

VII.

VIII.

IX.

Funcionalizar SWNTCs-p con distintos compuestos del tipo diamina de distinta
longitud de cadena.

Sintetizar PCs mediante la técnica asistida por microondas.

Llevar a cabo el dopaje con ZnPc de los sistemas nanoestructurados.

Establecer condiciones de temperatura y tiempo de reaccion ideales para el dopaje de
la ZnPc sobre los nanomateriales.

Monitorear el sobrenadante de las reacciones de acoplamiento con la ZnPc por medio
de espectroscopia UV/vis.

Analizar el sobrenadante mediante el cual se llevaron los acoplamientos con ZnPc por
espectroscopia infrarroja (MIR) y espectroscopia por UV/vis.

Caracterizar las nanoestructuras obtenidas a través de espectroscopia por UV/vis,
espectroscopia infrarroja (MIR) y microscopia electronica de barrido (SEM).

Evaluar mediante pruebas de viabilidad celular los acoplamientos SWNTCs-p/ZnPc,
SWNTCs-D/ZnPc y PCs/ZnPc.

Valorar las especies ROS mediante espectroscopia UV/vis.
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3.1. Elcancer

En las ultimas décadas el cancer se ha transformado en una problematica social y de salud
a nivel internacional, convirtiéndose en una de las principales causas de defuncion, sin
distincion de sexo, edad o raza. La organizacion mundial de la salud (OMS) ha manifestado su
preocupacion al respecto, promoviendo campafias de concientizacion para una deteccion
temprana.? A finales del siglo XX las estadisticas contaban alrededor de 100,000 defunciones
anuales, cuyas proyecciones manifestaban un incremento en los casos y tan solo un 30% de los
pacientes diagnosticados lograba sobrevivir, por lo que la palabra cancer era sindnimo de
muerte. Entre los tipos de cancer con un mayor nimero de casos y mortalidad se encontraban
el cancer de pulmén, de estbmago, de colon y recto. La presencia de otros tipos de cancer
menos comunes se debe al aumento en la contaminacion de rios, mares, suelo y aire. ®

Para la primera década de este milenio, las enfermedades oncoldgicas se convertirian en la
segunda causa de muerte de distintos paises, conllevando que los institutos de salud y centros
médicos especializados efectlen inversiones millonarias en la busqueda de farmacos altamente
eficientes, de menor costo y que alivien esta problematica. De igual manera, estos organismos
han promovido concientizar a la poblacion a fin de moderar el consumo de sustancias como el
tabaco y el alcohol, u otras sustancias de origen ilicito, las cuales pueden actuar como
desencadenantes del cancer recurriendo a campafias de vacunacion, promocion del deporte,
alimentacion saludable, entre otras, del mismo modo se fomenta la realizacién de chequeos

continuos como mastografias, examen de préstata o Papanicolaou.® *
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El desarrollo tecnoldgico y cientifico enfocado al area médica ha crecido velozmente
consiguiendo dispositivos y técnicas novedosas que permiten mejorar la deteccion y
tratamientos, logrando extender la esperanza de vida de la poblacion. En lo que respecta a las
enfermedades oncoldgicas en los Estados Unidos y Puerto Rico, en el afio 2001 se registraron
553,760 defunciones, sin embargo el reporte anual presentado por Henley et al.® del 2020 ha
indicado que la tasa anual de muertes producidas por cancer continta a la baja.*

Actualmente se siguen combatiendo factores de riesgo causados por el sedentarismo y el
consumo de sustancias como alcohol, tabaco o drogas, los cuales desatan padecimientos
crénicos como la diabetes e hipertension, que a su vez pueden desencadenar varios canceres.’
Hasta la fecha, el cancer de pulmén continta siendo uno de los padecimientos mas frecuentes
junto con los canceres de laringe y boca, a consecuencia del tabaquismo.® ° Desde que fueron
detectados los primeros de casos de cancer se ha tratado de elucidar la genética por el cual se
produce, siendo esto la clave definitiva para el combate de este mal que tanto aqueja a la

sociedad.

3.1.1. Lagenética del cancer

El cuerpo humano tiene la funcién de que cuando las células envejecen o se encuentran
dafiadas, mueren y son reemplazadas por células nuevas, a pesar de ello hay diversos
elementos que influyen para que este proceso se salga de control, provocando que nuevas
células adicionales crezcan descontroladamente produciendo grandes masas tumorales.

La palabra cancer es descrita en diversas fuentes como una enfermedad genética que
engloba a todo un conjunto de enfermedades ligadas con la produccion de ceélulas con

crecimiento anormal descontrolado capaces de adherirse a tejidos u Organos sanos. La
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sintomatologia en cada paciente puede ser muy variada, dependiendo del area afectada, sin
embargo hasta la fecha el origen de esta patologia continGa siendo un gran misterio para la
comunidad médica y cientifica, a pesar de los esfuerzos realizados durante varios afios. Se han
tratado de elucidar los diversos motivos y factores que conlleva a que células sanas se
comporten anormalmente en el organismo (Figura 2), de igual manera se han tratado de
implementar técnicas de tratamiento alternativas y novedosas a las ya existentes, también se
han desarrollado novedosos compuestos farmacoldgicamente activos, a fin de evitar la

diseminacion hacia otras partes del cuerpo por medio del sistemas sanguineo y linfatico.

Contaminacion
ambiental

Alimentacion

Cancer

Genética

Estilode
vida
Figura 2. El cancer y sus posibles causas.

No hay que olvidar que este padecimiento es una enfermedad genética, cuyo origen
fundamentalmente se relaciona con cambios genéticos derivados de factores externos o
epigenéticos (carcinogenesis). Este ultimo tiene su origen desde la concepcion, en donde las
células germinativas (espermatozoides y dvulos) sufren diversos cambios. Se han logrado

elucidar 50 sindromes de este tipo, como los genes BRCAl1 y BRCA2/BRCAL, los cuales
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inducen la aparicion del cancer de seno, de prostata, de ovario y/o pancreas; y el gen PTEN,
causante del sindrome Cowden que a su vez incrementa la probabilidad de cancer de seno, de
tiroides, de endometrio, entre otros.® ’

Los genes son una secuencia de nucle6tidos que se localizan a lo largo del ADN o &cido
ribonucleico (ARN) donde se codifica dicha informacion, ademas de ayudar a las células a
producir proteinas, pero tan solo alguna modificacion genética puede provocar que estas
evadan su control de crecimiento.® Desde el 2010’ se ha demostrado que solo un 1% del total
de genes (291 genes) que poseemos son responsables de dicha afeccidn patoldgica, cuya
mutacion puede darse por diversas razones como amplificaciones, mutaciones puntuales,
deleciones, reordenamientos genomicos, entre otros, conduciendo a una sobreexpresion de

proteinas, muting, produccién de proteinas quiméricas o una expresién de novo.®’

3.1.2. Tratamiento y diagndstico oncolégico

La palabra cancer frecuentemente suele tomarse como sinénimo de muerte, sin embargo
es importante considerar que esto no es asi, ya que al paciente se le es detectado en una etapa
temprana puede revertirse, siendo indispensable la identificacion de grupos de riesgo para
informar de forma clara las formas en las cuales puede prevenirse dicha patologia.

El consumo de alcohol, tabaco o drogas trae consigo graves repercusiones en la salud,
afectando diversos 6rganos. Sin embargo, las azlcares y grasas pueden derivar problemas de
salud cronicos como diabetes, complicaciones cardiovasculares, problemas digestivos y
demas, los cuales pueden desencadenar cancer, principalmente de colon, estdmago, recto,

prostata, matriz y mama. La OMS ha considerado a México como uno de los paises con una
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mayor poblacién con sobrepeso, recomendando la ingesta de alimentos procesados con grasas
saturadas e incluir mas frutas y vegetales en la dieta diaria (Figura 3).°

Una de las formas novedosas para prevenir el riesgo de padecer cancer es a través de
pruebas genéticas, las cuales son recomendables en personas que cuentan con antecedentes
familiares, logrando identificar cambios genéticos mediante un comparativo entre el ADN

leido con el ADN de células cancerosa a fin de proponer un tratamiento especifico.®

MUCHAS

Figura 3. El plato del buen comer.*

Uno de los primeros sintomas es la deteccion de pequefias bolitas en el area del cuerpo,
cuya sintomatologia varia dependiendo de la zona afectada e incluso puede no haber sintoma
alguno hasta alcanzar una fase terminal. Existen diversos medicamentos que ayudan a
combatir el cancer en base a la localizacion de la masa tumoral. En primera instancia los
pacientes son tratados mediante una extirpacion tumoral (cirugia), la cual consiste en extraer la

masa tumoral del area afectada posterior a un analisis de localizacion previo como endoscopia,
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radiografia, resonancia magnetica nuclear (RMN), tomografias y otras mas, puesto que a partir

de estos se podra determinar el tipo de cirugia mas idonea (Tabla 1).

9,11,12

Tabla 1. Clasificacion de cirugias de extirpacién tumoral.*?

Tipo de
Definicion y aplicacion
cirugia
Curativao | Extirpacion de masa tumoral y tejido circundante. Util para la mayoria de los
primaria tipos de cancer.
Usada para aliviar efectos secundarios causados por canceres diseminados, en
Paliativa tumores “fragiles” o en tumores que se encuentren ejerciendo presion sobre

Vasos sanguineos, nervios u 6rganos.

Laparoscopia

Consiste en realizar pequefias incisiones e introducir un tubo con una camara y

luz integrada. Se usa en el area abdominal y toracica, principalmente.

Procedimiento por el cual se emplea un bisturi térmico (laser) llevando a cabo

Laser cortes precisos trabajando margenes milimétricos, recomendada para tratar el
cancer laringeo en su etapa temprana.
Criocirugia | Consiste en usar nitrogeno liquido a fin de congelar y eliminar tejido canceroso.

Microgréafica

de Mohs

Cirugia microscopicamente controlada usada en el cancer de piel a través de

cortes delgados hasta visualizar células normales.

Robotica

Sistema robético de alta precision que permite eliminar el cancer a tratar.

Otro elemento a considerar es el grado histoldgico del paciente, basado en que tan rapido

se multiplican, extienden y diseminan las células cancerosas (diferenciacion celular) en el

organismo.*? Posteriormente se emplea el sistema TNM, donde “T” pertenece a tamaiio, “N”
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al estados de los ganglios linfaticos y “M” a la presencia de alguna otra enfermedad o
metéstasis.” 2

Actualmente se buscan técnicas novedosas no invasivas, ademas de compuestos
farmacol6gicamente activos menos agresivos. Desde el nacimiento de la biologia molecular, el
estudio y analisis de la secuencia genética del ADN, al igual que la elucidacion de los distintos
mecanismos por los cuales la informacion genética es expresada y codificada, se han podido
desarrollar estudios enfocados al diagndstico y farmacologia genética de forma especifica. En
las primeras décadas del siglo en mencidn, la sintesis de compuestos analogos de purina y
pirimidina (aminoterapia) fungieron como predecesores de los diversos tratamientos
oncologicos actuales.

La quimioterapia es uno de los tratamientos mas socorridos, la cual es una técnica
terapéutica asistida por un oncologo, el cual se encarga de llevar a cabo el control del
suministro de una serie de farmacos, los cuales pueden ser suministrados oralmente,
subcutanea, de forma intramuscular, interventricular o via intravenosa. La combinacion de
dichas sustancias puede clasificarse como citotoxicos o citostaticos, actuando estos Gltimos
como inhibidores del proceso de division celular y por consecuencia el crecimiento tumoral.
Entre los medicamentos mas usados se encuentran la L-asparaginasa, bleomicina,
carboplatino, dacarbazina, paclitaxel, adriamicina, epirrubicina, ciclofosfamida, gemcitabina,
vinorelbina, entre otros, que ayudan a aliviar esta terrible enfermedad.** **

A pesar de ayudar a eliminar el cancer de nuestro cuerpo, este procedimiento trae consigo
una serie de efectos secundarios que pueden llegar desgastar al paciente tratado, deteriorando
la calidad de vida e incluso pueden ocasionar otras afecciones, de este modo la

hormonoterapia se ha posicionado como una alternativa.’® El objetivo de esta técnica es llevar
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a cabo la produccion de hormonas a través del suministro de medicamentos antiestrogenos,

inhibidores de aromatasa o antiandrogenos, segun sea requiera, suprimiendo el crecimiento

tumoral. El cancer de seno, endometrio y prostata son los tratados mediante este

procedimiento.’®

Tabla 2. Clasificacién de radioterapias.*?

Tipo de radioterapia

Definicion y aplicacion

Radioterapia profilactica

Suministro de radiacién en zonas sin evidencia de cancer.

Radioterapia paliativa

Usada en canceres diseminados, reduciendo la sintomatologia.

Radiocirugia estereotatica

(estereotaxica)

Se administra en la masa tumoral, usando un haz de particulas

de carga pesada y radiacion de alta energia de fotones.

Radioterapia de
intensidad modulada

(IMRT)

Sensibilizacion ~ de  células  neoplasicas, mediante
radiosensibilizadores como el 5-fluorouracilo y cis-DDP, junto
con radioprotectores (amifostina). Apta en tumores cerebrales,

mama, higado, pulmon, préstata, pancreas, Utero y nasofaringe.

Radioterapia sistémica

Administracion de compuestos radiactivos via oral e inyectada,
como el yodo 131, estroncio 89 y dicloruro de radio 223, este

ultimo atil en cancer de prostata y metastasis 0seas.

Radioterapia externa

La fuente de energia suministrada se localiza en el exterior de la zona afectada.

Radioterapia

intraoperatoria (IORT)

Radioterapia externa aplicable durante cirugia en canceres que

no se pueden extirpar suministrando una dosis de energia alta.

Radioterapia de

Radiacion externa aplicable cerebralmente en canceres
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irradiacion craneal primarios evitando su diseminacion hacia la zona cerebral.

profilactica (PCI)

Radioterapia interna (braquiterapia)

Se suministra radiacion cerca del tumor o dentro del mismo, insertando un pequefio implante.

Aplicable a tumores en la cabeza, cuello, préstata, cervix,
Radioterapia intersticial
senos, region perianal y pélvica.

Radioterapia
Se emplea para tratar cancer uterino.
intracavitaria

En la busqueda por asistir a quienes son aquejados por dicha patologia, se han tratado de
usar técnicas menos invasivas, focalizadas y efectivas, encontrando en la radioterapia una
alternativa altamente eficiente, la cual se fundamenta en el suministro de radiacion ionizante
en la zona a tratar erradicando las células malignas. Con ella, es posible socorrer varios tipos
de canceres con la presencia de tumores solidos, en tejidos blandos, sarcomas, leucemias y
linfomas. Los efectos secundarios no son comparables con las otras técnicas mencionadas con
anterioridad, ya que a pesar de que el suministro de este tipo de energia ocasiona dafios a las
células adyacentes, estas tienen la capacidad de repararse con gran normalidad, ademas la
radiacion es controlable dependiendo de las condiciones del paciente, ademas al momento de
aplicarse no hay dolor ni sensacién alguna aparente.*’

Entre los equipos usados para este tipo de tratamiento se encuentran los aceleradores
lineales de protones y electrones, y las bombas de cobalto o iridio. Desde finales del siglo

XIX, los estudios efectuados por los Curie y el descubrimiento de los rayos X, estos son
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usados como fuente de energia junto con los rayos gamma. La manera en la cual la

radioterapia es suministrada es muy variada (Tabla 2).*

3.2. Cancer de piel

A principios de los afios 2000, el cancer presente en la piel era muy padecimiento muy
comdn en la poblacion de tez blanca, afligiendo principalmente a las mujeres, cuya
enfermedad se daba en regiones de climas calidos, tales como Nueva Zelanda, Australia,
algunas regiones sudamericanas, parte de Norteamérica y en algunos paises europeos. En base
a los datos estadisticos derivados de los estudios de Parkin et al.®> en 1999, estos paises
manifestaron un porcentaje elevado en el nimero de casos en cancer de piel, aguejando a
alrededor de 105 mil personas.

En afos recientes se ha percibido un notable incremento en casos del cancer de piel, esto
ha permitido el estudio y desarrollo de métodos terapéuticos innovadores y de mayor
eficiencia, como el suministro de inhibidores de puntos de control inmunitarios y dirigidos,
capaz de aumentar la supervivencia media del melanoma en estado avanzado de nueve meses
a al menos dos afios, desencadenando un descenso en la tasa de mortalidad del 2019. Se reflejo
un impacto positivo en pacientes con melanoma del tipo metastasico, encontrando que la
supervivencia a 2 afios fue del 28.3% en el periodo 2011-2014, lo cual es un avance

significativo respecto al 23.5% del periodo 2004-2010.°

3.2.1. Lapiel
La piel (Figura 4) es considerada como el 6rgano mas extenso del cuerpo humano y uno
de los més importantes estableciendo una barrera entre el medio ambiente que nos rodea y

protegiendonos de diversos factores que puedan dafiarnos. Esta compuesta por tres diferentes
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tipos de capas (epidermis, dermis e hipodermis), las cuales cumplen con una serie de

funciones determinadas.

<—— Tallode vello
Poro sudoriparo

N\

Capacornea —>

I
Epitelio pigmentario ﬁ&\\ ! ’ } Epidermis
‘\“‘ r

Musculo erector del vello

Glandula sebosa Dermis
Glandula sudoripara Hipodermis
[
Vaso sanguine0 ———>

Vaso linfatico —> Foliculo piloso

Corpusculo de Pacini

Figura 4. Estructura de la piel

La epidermis es la capa exterior superficial constituida principalmente por células
dendriticas y no dendriticas (queratinocitos) y se organizan en estratos hacia el interior (capas
cornea, llcida, granulosa, espinosa y basal) hasta definirse por completo. Es muy delgada
(alrededor de 0.4 mm de espesor) y en ella también es posible encontrar poblaciones celulares
como melanocitos, los cuales se encargan de inyectar pigmento y proteccién, por mencionar
tan solo alguna.'’ Los queratinocitos (células escamosas) forman puentes intercelulares
uniendo las células epidérmicas con glucocalix, ademéas cumple con la funcion de producir

queratina y llevar a cabo la sintesis de otras sustancias quimica.®
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Debajo de la epidermis se encuentra la capa intermedia denominada dermis, y esta
compuesta de tejido conectivo y algunas fibras de colageno, fibras elasticas y reticulares. Es
considerada las mas gruesa de la cual se compone la piel y en ella se localizan foliculos
pilosos, glandulas sudoriparas, vasos sanguineos y nervios.'’

Por ultimo, la hipodermis conocida también como paniculo adiposo o tejido celular
subcutaneo, es la capa mas interna constituida por células grasas o adiposas (adipocitos)
formando una red de colageno, en donde los l6bulos se encuentran separados por tejido
conectivo llamados septos o tabiques interlobulillares. Una de sus funciones primordiales es
conservar el calor y amortiguar golpes.t” 819
La finalidad de la piel y sus funciones son las siguientes:*°

e Proteccion. Su estructura y forma protege organos internos de traumatismos
mediante estratos dérmicos e hipotérmicos y el engrosamiento epitelial. La
pigmentacion producida por los melanocitos protege de algunos agentes quimicos
y radiacién, impidiendo su paso a través del epitelio celular compacto. Con este

estrato también se evita la pérdida de agua y electrolitos al exterior.

e Termorregulacion. La vasodilatacién y vasoconstriccion en los plexos vasculares

cutaneos ayudan a regular la temperatura (secrecion sudoral ecrina).

e Sensacidn. Las células de Merkel y los distintos receptores sensoriales libres o
corpusculos sensoriales transmiten la informacion sensorial hacia el cerebro.

e Secrecion. Existen glandulas del tipo ecrinas (sudoriparas), apocrinas (como las
glandulas mamarias) y holocrinas (como las glandulas sebaceas).

e Excrecion. Se encarga de eliminar agua diariamente y algunas proteinas.
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e Funcién_inmunoloégica. Los queratinocitos intervienen en el sistema inmune

cutaneo, interaccionando con las células de Langerhans y linfocitos T en la
produccion de citocinas. Las catelicidinas y defensinas (de tipo a y b) favorecen la
funcion inmunoldgica actuando como antibidticos naturales.

e Produccion de vitamina D. Bajo condiciones fisiologicas e inducida por

radiacion UVB solar se lleva a cabo la transformacion completa del 7-
dehidrocolesterol en calcitriol (andlogo de la vitamina D), el cual regula el

crecimiento y diferenciacion de los queratinocitos

3.2.2. Tiposy clasificaciones del cancer de piel

El cancer de piel puede definirse de forma similar en la que el cancer es definido, en este
caso las celulas con crecimiento anormal se replican en la piel, en donde suelen manifestarse
masas tumorales superficiales (del tipo in situ). Con el paso del tiempo puede llegar a
desarrollarse un cancer del tipo metastasico, penetrando las capas inferiores de la dermis hasta
afectar el tejido adiposo, musculos, nervios e inclusive el sistema 6seo, dificultando su
tratamiento.?’

El cancer de piel (Figura 5) se clasifica en dos clases, los del tipo melanoma y no-
melanoma (NMSC), incluyendo en este Gltimo los carcinomas de células basales (BCC) y
carcinomas de células escamosas (SCC). Se han sugerido una vasta cantidad de mecanismos
por los cuales se lleva a cabo la replicacion de células cancerosas, ya sea por depresion de la
inmunidad celular, mutaciones en el gen supresor p53, por una predisposicion de ciertas

personas a la mutacién o por una anormal capacidad de reparacién del ADN.?"?2
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Figura 5. Clasificacion del cancer de piel.

Por otra parte, los melanomas son una neoplasia maligna agresiva derivada de los
melanocitos, los cuales se localizan en la capa basal de la epidermis. Su aparicion puede
deberse a la activacion de oncogenes derivados de la acumulacion de mutaciones genéticas
(como consecuencia de la radiacion UV), los cuales inactivan los genes de supresion tumoral y
dificultan la reparacion del ADN. Lo anterior propicia una proliferacion anormal de
melanocitos y a su vez, a los melanomas.?

Uno de los factores relevantes para determinar que algo anda mal en nuestra piel son el
oscurecimiento de la misma o la formacién de erupciones extrafias que pudieran ser indicativo
de alguna especie de cancer, sin embargo en ocasiones esto no siempre es asi, y para descartar
este padecimiento es importante llevar a cabo un examen diagndstico basado en una biopsia en

primera instancia que permita confirmar la presencia de cancer.
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Existen varios tipos de biopsias en donde la muestra a estudiar se prepara usando alcohol
isopropilico, povidona yodada o clorhexidina, y analgésico compuesto al 2% de lidocaina,
también es posible utilizar epinefrina en nariz u orejas.

e Biopsia de perforacion. Se basa en el uso de un punzon de cuchillo redondo

desechable para la extirpacion de lesiones pequefias a una profundidad cercana al
tejido subcuténeo, cuyo tamafio varia entre 2 - 10 mm.

e Biopsia de afeitado. Socorrida en lesiones elevadas o confinadas en la dermis (no

recomendada en lesiones pigmentadas o con sospecha de melanoma) usando un bisturi
de 15 navajas de doble filo.

e Biopsia por escision. Util para lesiones de gran tamafio o en aquellas a las cuales se

les determina como malignas.?®
También es posible realizar un analisis de imagen (dermatoscopia), evaluando la asimetria
(A), bordes irregulares o mal definidos (B), color heterogéneo (C), evolucion (E) y diametro
(D) el cual este ultimo debe ser mayor a 6 mm para considerarse como melanoma, quedando

resumidos en el acrénimo ABCDE.?

3.2.2.1. Carcinoma de células basales (BCC)

El carcinoma de células basales (BCC) es considerado como el tipo de cancer de piel mas
recurrente asociado a las mutaciones celulares inducidas por la radiacién solar, surgiendo en la
capa basal de la epidermis y en la vaina radicular externa de los foliculos pilosos, en zonas del
Cuerpo con una mayor exposicion solar como rostro (nariz y orejas), cabeza y manos, los
cuales representan aproximadamente un 70% de los casos, un 15% restante suele surgir en el

tronco y muy raramente en el area intima y perianal. Es de crecimiento lento y rara vez hace
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metastasis. La deteccion temprana es vital, ya que pudiera extenderse a los 0jos, huesos u otros

tejidos profundos.?*

La apariencia de este carcinoma de dimensién variada entre 1 y 10 mm de diametro
semejante a una papula blanca o del tono de la piel con una superficie brillante, lisa y con
crecimiento paulatino, que en ocasiones puede sangrar. Diversos estudios indican que un 50%
de la gente diagnosticada con BCC puede desarrollar en un periodo de 5 afios algun otro tipo
de cancer.?® %

El tratamiento suele variar dependiendo del tipo de lesion y localizacion del mismo,

regularmente se efectda una escisién completa de la masa tumoral. Existen otras modalidades

no quirurgicas como la electrodesecacion, criocirugia, radioterapia, interferon intralesional, 5-

fluorouracilo, retinoides, quimioterapia y imiquimod, entre otros.?® *

Se ha visto un incremento notorio en el niumero de casos de BCC anuales, estimando
alrededor de 500,000 personas afectadas por dicho mal tan solo en los Estados Unidos.”® Este
tipo de cancer tiene mdultiples variaciones, entre las cuales se encuentran los BCC
superficiales, BCC nodulares y los BCC morfeiforme.?% %%

e BCC nodular. Representa el 60% de casos de BCC. Es caracterizado por una
lesion en forma de nodulo eritematoso pequefio de aspecto perlado y coloracién
rosada, bordes definidos y traslucidos, aunque algunos pueden manifestar
pigmentacion. Es de crecimiento lento pero si no es tratado puede extenderse

profundamente e incluso penetrar hasta el hueso y el sistema nervioso central.

e BCC superficial / multicentrico. El 30% de los casos de BCC se relacionan con

este tipo de cancer, el cual surge en forma de una papula eritematosa escamosa de
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borde fino, perlado y traslicido, cuyo tamafio puede variar entre algunos
milimetros y centimetros, ocasionalmente hay pigmentacion.

e BCC morfeiforme / esclerosante. Se manifiesta en forma de papula eritematosa

de aspecto cicatricial, indurada, morfea y de bordes irregulares. Puede tener un
color nacarado o brillante que puede ulcerarse. Representa entre un 10% de los
casos BCC, a partir del cual pueden desencadenarse otros tipos de carcinomas,

cuyas variantes son de crecimiento agresivo pero de menor recurrencia.

3.2.2.2. Carcinoma de células escamosas (SCC)

El carcinoma SCC es considerado como el segundo tipo de cancer de piel méas recurrente
y es un tumor maligno originado a causa de las mutaciones inducidas por la radiacion UV de
los queratinocitos en la epidermis (células escamosas),” que a diferencia del BCC, tiene la
capacidad de provocar metastasis en ganglios, pulmones e higado, incluso puede desarrollarse
en cicatrices antiguas, quemaduras, Ulceras e infecciones.?® %%
Al igual que el BCC, existen diversos tipos de carcinomas, encontrandose entre los mas

recurrentes los siguientes.*

e SCC superficial. Enfermedad in situ de la epidermis (trastorno de Bowen) que

consiste en una placa eritematosa delgada de crecimiento lento, bordes definidos
ondulantes y una evolucién del 8% a SCC invasor.

e SCC nodular_qgueratosico. De aspecto verrugoso que al crecer manifiesta

queratosis y llega a formar lesiones con aspecto de cuernos cutaneos.
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e SCC ulcerada. Caracterizada por una ulcera de superficie irregular sobre una

base saliente e indurada, puede llegar a manifestar un crecimiento répido y
destructivo. Es la forma con mayor tendencia a presentar metastasis.

e SCC vegetante. Se presenta como una neoformacion irregular que puede alcanzar

un tamafio de 10 cm.

Es importante la deteccion temprana de estos tipos de carcinomas, ya que en este estado
pueden provocar dafios minimos y logran ser tratados en su totalidad. La forma mas socorrida
por la comunidad médica para tratar los SCC, conlleva a efectuar una escision quirdrgica o
cirugia micrografica de Mohs en un margen de 4 a 6 mm. La radioterapia es otra técnica
empleada para pacientes que no son candidatos a la cirugia o en aquellos cuyo tumor es muy

grande. En algunos pacientes se utiliza la quimioterapia como Gltimo recurso.?* %

3.2.2.3. Melanoma

Los melanomas son considerados como el tipo de cancer cutaneo mas agresivo, ya que
tiende a diseminarse hacia otras zonas del cuerpo e incluso puede ocasionar la muerte de quien
lo padece. Esté se origina en los melanocitos ubicados capa basal de la epidermis, derivado de
las mutaciones genéticas producidas por la radiacién UV que inactiva los genes de supresion
tumoral, contribuyendo a una proliferacion descontrolada de melanocitos hasta formar masas
tumorales de color marrén o negro. Existen casos en los cuales puede llegar a formarse un
melanoma amelanético sin la produccién de pigmento, luciendo de color rosado o blanco.® %
A nivel mundial se ha visto un aumento considerable en el nimero de casos de este tipo

de cancer, incrementandose en un 6% el nimero de pacientes por afio, representando la tercera

enfermedad més comdn en la gente de color, asiaticos, hispanos y poblacién caucésica.?! El
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prondstico de vida depende de las caracteristicas del tumor, tal como ubicacion y profundidad
del mismo, al igual que la ausencia o presencia de metastasis.*®
.20, 23,24

Existen cuatro tipos de melanomas, los cuales se describen a continuacion:

e Melanoma de extensidn superficial. Constituye el 75% de melanomas malignos

y se caracteriza por crecer radialmente con bordes angulados y areas acromaticas,
que tienden a propagarse verticalmente hacia el tejido profundo.

e Melanoma nodular. Melanoma agresivo de crecimiento vertical. Entre un 25% de

casos de cancer son de este tipo, y se manifiesta como nodulos poliploides de
pigmentacion marron, negra o azulada, inclusive ulcerado.

e Léntigo maligno. Melanoma in situ en forma de macula pigmentada asimétrica

pequefia, plana, de borde irregular y angulado, con coloracion cambiante.
Representa un 12.5% de los casos de melanomas y se ubica con frecuencia en el
rostro.

e Melanoma acral lentiginoso. Representa un 5% de los casos surgiendo con

frecuencia en las palmas de las manos, pies y zonas subungueales.

e Melanoma lentiginoso _de mucosas. Representa un 3% de los casos y se

desarrolla en el epitelio de las mucosas del tracto gastrointestinal, pulmonar y
genitourinario, principalmente.

El tratamiento general se basa en cirugia, sin embargo cuando la persona padece de un

melanoma profundo (< 4 mm) o alguna afectacion secundaria son considerados como

pacientes de alto riesgo y es necesario coadyuvar con técnicas alternativas.?
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3.2.3. Principales causas del cancer de piel

Uno de los factores en la aparicion del cancer de piel es la sobreexposicion de la radiacion
UV emitida por los rayos solares, los cuales son representados por el espectro
electromagnético, indicando que una gran cantidad de energia de diferentes valores de A llega
constantemente a nuestro planeta. Otras causas son debidas a la edad o por tener un sistema
inmunoldgico debilitado. La radiacion infrarroja (IR), luz visible y radiacion UV representan
una mayor proporcion. Este Gltimo tipo de energfa es dividido en los siguientes:*

1) Radiaciéon UVA (315 - 400 nm): No es filtrada por la capa de ozono y llega a la

superficie terrestre en un 94.5%. Puede penetrar el tejido cutaneo, causante del
envejecimiento en la piel e induce una pigmentacion inmediata (bronceado).

2) Radiacion UVB (33 - 315 nm): Entre 6.5% de esta energia es filtrada en la

atmosfera. Puede inducir la formacion de células cancerosas, dafiando capas
superiores de la piel (quemaduras), fotoenvejecimiento y la formacion de arrugas.

3) UVC (100 - 33 nm): De alta energia, detonante del cancer de piel y quemaduras

cutaneas. Es filtrada por completo en la atmdésfera.

Es sabido que el exceso de contaminantes producidos y emitidos a la atmdésfera a
consecuencia de la actividad humana, ha provocado que poco a poco la capa de ozono vaya
desapareciendo en un 2% en los Gltimos 20 afios. Esto trae consigo un impacto negativo para
la salud humana y el medio ambiente, ya que los rayos solares no son filtrados en su totalidad,
dejando pasar radiacion mas radiacion del tipo UVC. Tan solo un 10 % en la reduccion de la
capa de ozono puede incrementar en un 20% la cantidad de radiacion UV que llega a la
superficie terrestre, y a su vez, esto puede incrementar hasta en un 40% los casos de cancer de

piel. ®
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Existen varias formas y estrategias de prevenir dafos en la piel:

a) Evitar sobreexponerse a la luz solar por periodos prolongados o llevar a cabo
actividades fisicas o recreativas entre las 10:00 y 15:00 h del dia.

b) Usar ropa clara o accesorios como anteojos, gorras 0 sombreros.

c) Se recomienda el uso de protectores solares con el factor de protecciéon solar
adecuado (FPS).

d) Evitar la exposicion a fuentes de radiacion UV artificiales en actividades laborales
0 en areas recreativas, usando el equipo de proteccidn pertinente.

Si bien la radiacion UV es un factor detonante del cancer de piel, existen factores
epigenéticos que afectan principalmente los genes CDKN2A y CDKA4, responsable de la
aparicion de melanomas entre un 75% posibilidad de manifestarlo. De igual forma algunos
rasgos hereditarios como tez clara o cabello pelirrojo, hace que las personas sean vulnerables a
|a radiaci6n solar.*

El combate contra el cancer de piel continGa siendo un reto para la comunidad médica,
buscando implementar una variedad de técnicas terapéuticas. Recientemente se ha usado la
fototerapia, la cual consiste en el uso de diferentes niveles de energia UV y psoralenos
(PUVA), que a pesar de los aspectos positivos, su uso a largo plazo puede desencadenar
efectos mutagénicos y cancerigenos del tipo SCC y precursores de melanomas como los
lentigos PUVA. Diversos estudios clinicos han puesto en manifiesto que el riesgo de cancer
puede persistir hasta por 25 afios de haber suspendido el tratamiento, proponiendo la bdsqueda
de un procedimiento terapéutico con la capacidad de reducir los efectos secundarios a largo y

corto plazo.!
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3.3. Terapia fotodinamica

La TFD es una técnica enfocada principalmente en el tratamiento del cancer de piel, la
cual consiste en el suministro via intravenosa, intraperitoneal o topica de un compuesto
fotosensibilizador (Ps), el cual es acumulado y absorbido sobre el tejido dafiado, para
posteriormente activar el medicamento introducido mediante el suministro de una luz a
determinada L. La irradiacion provoca que el Ps pase a un estado electrénico excitado singlete
(*Ps’) lo suficientemente estable para efectuar un cruce intersistémico (CIS), llevandolo a un
estado triplete excitado (*Ps’), originando la producciéon de ROS vy radicales libres.?® Las
especies resultantes del proceso, en especial el oxigeno singlete (*0),%" producen un efecto
citotoxico que a su vez conducen la muerte celular por apoptosis o necrosis de las células

neoplésicas de la masa tumoral a tratar (Esquema 1).2%%°

30
hv 2
. SPs 1()2 — > ROS
A =600 nm Transferencia de
energia

Estado excitado

Esquema 1. Produccion de especies ROS mediante TFD.

3.3.1. Produccion de especies reactivas de oxigeno

En general, esta técnica (Figura 6) se basa en el uso de tres elementos basicos: un
fotosensibilizador, luz a cierta longitud de onda y una fuente de oxigeno. Existen dos
diferentes mecanismos de accion fotoquimica para la produccion de las especies ROS, los

cuales son descritos a continuacién:?® %
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A) Mecanismo _tipo 1 (producciéon ROS). A través de este mecanismo son

producidas especies como superdxidos (O;), radicales hidroxilo (OH-),
peréxidos (O,?), producidas a partir de una abstraccién de oxigeno o
transferencia electrénica al oxigeno molecular en estado triplete (30,) bajo
condiciones hipdxicas.

B) Mecanismo tipo 2 (produccién *O,). Transferencia directa de la energia hacia

el %0, para la fotogeneracion de 'O, en medios oxigenados. El exceso de

energia suministrada se transfiere al oxigeno del medio a través de una colision

durante el tiempo de vida media del estado excitado Ps.

hv (=600 nm)

Figura 6. Representacion gréfica de la TFD.

Analizando a profundidad el proceso de fotosensibilizacion para la produccion de la
especie 10,, este se explica a través de la absorcién de un fotén de luz UV o visible en el Ps,
generando un estado excitado singlete de forma inmediata, que evoluciona a un estado triplete
excitado estable y con un tiempo de vida extenso, en el cual puede existir la colision con una

molécula de oxigeno en su estado fundamental, y a su vez se efectla un proceso de
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transferencia energética (Figura 7).>* Mediante este mecanismo se fundamenta el modo en el
cual ejerce su efecto terapéutico.

Por lo general, el tipo de luz suministrada obedece a la longitud de onda requerida por el
fotosensibilizador, en base a los picos de absorcion. Usualmente se usan valores entre 600 -
800 nm, ya que a valores superiores pudiese no haber la suficiente energia para excitar el

oxigeno en su estado basal.?

Las fuentes de iluminacion usadas cominmente son las de tipo
laser de colorante pulsado de argon (630 nm), laser de vapor de oro (628 nm) y lamparas
incandescentes con o sin filtro. EI modo de suministro ideal para la TFD se da partir de la
reduccion en la intensidad o fraccionar la irradiacion, ya que a dosis altas de luz se produce

una disminucion de oxigeno y, por otra parte, el suministro de una pequefia concentracién de

luz puede desencadenar un dafio celular ligero reparable.®

Ps* . CIS
4 ¥ RO

\‘2 A l
‘ [

2 hv 3 s

= ‘v s

Ps wde—

Figura 7. Diagrama de Jablonski para el proceso de produccién de *O,.

3.3.2. Mecanismos citotdxicos

Se han reportado en la literatura® diversos estudios acerca de las caracteristicas de las

especies oxidantes obtenidas a partir de diversos compuestos como porfirinicos, ftalocianinas,
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colorantes como el azul de metileno o la rosa bengala, los cuales resultan ser extremadamente
utiles dado su efecto citotoxico actuando en la inactivacion bacteriana y sobre una variedad de
organismo patogenos tales como hongos o levaduras; son capaces de servir en el tratamiento
de aguas residuales.*

Volviendo al enfoque de la TFD, las caracteristicas del *O, manifiesta un tiempo de vida
media de 0.04 ps y un radio de accion de 0.02 um en sistemas biologicos, caracteristica que lo
convierte en una técnica altamente focalizada y selectiva, ya que el Ps debe estar internalizado
cerca del tejido a tratar, esto evita dafios a células sanas aledafias.® Dependiendo de las
caracteristicas del compuesto y condiciones suministradas, la masa tumoral se vera afectada
por los mecanismos siguientes: 2 3 3

1) Dafio celular directo por necrosis, necrosis por coagulacion o apoptosis,
siendo esta ultima la mas coman en TFD. Mediante estas vias de destruccion
tumoral por lo general se ve afectada la membrana mitocondrial e involucrando
a la activacion de genes y proteinas que actian como protectores, dependiendo
del tipo de proceso.

2) Dafio celular indirecto como microtrombosis de vasos tumorales de
neoformacion, inflamacion intensa de la zona por liberacion de factores
vasoactivos y procoagulantes.

3) Activacion del sistema inmune.

Esta modalidad fotoquimica ofrece caracteristicas que la convierten en un tratamiento
prometedor para distintos tipos de cancer. Desde su aprobacion por la Administracion de

Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) entre 1995 - 1999 se recurrio a ella
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para tratar enfermedades que manifiestan neovascularizacion, carcinomas obstructivos de
estdmago, lesiones incipientes bronquiales y queratosis actinicas (QA).? %

En el estudio reciente publicado por Passardi et al.,*” un grupo de pacientes con QA fue
tratado usando TFD bajo el suministro de luz solar. Los pacientes fueron divididos segun el
grado de afectacion en la piel (I, Il y 1lI), cuyas lesiones se localizaron en manos, cuero
cabelludo, rostro y cuello.

Inicialmente se procedi6 a limpiar la zona a tratar con una solucién salina al 0.9% y
aplicar un filtro solar organico FPS 30, para continuar luego de 15 min con una limpieza
superficial a través de la remocién de costras y escamas mediante microdermoabrasion y / o
laser. Realizado el paso anterior se afiadié una capa fina de 1 g por area de una crema
preparada con &cido metilaminolevulinico (MAL) al 16% o con &cido 5-aminolevulinico
(ALA) al 20% (solucion), cuyas especies fotosensibles son convertidos via biosintesis de
hemo a protoporfirina IX (PpIX) la cual tiene varios picos de absorcién entre 410 y 635 nm

que le permiten activarse. Luego de 30 min el paciente se sometié a una exposicion de luz

solar durante 2 h para finalizar con la remocion de la crema y aplicar protector solar.

Tabla 3. Resultados obtenidos por TFD con luz solar en pacientes con QA.

Tipo QA Sin tratar Tratadas | Porcentaje (%)
I 775 635 82
I 657 401 61
1] 141 34 24
Total 1,573 1,069 68
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Pasadas 48 h se evaluaron las condiciones de la piel, tomando en cuenta la presencia de
dolor, pustulas, costras y eritemas. La evaluacion se efectud 12 semanas después, concluyendo
que de las 1,573 QA tratadas, 1,069 presentaron una respuesta clinica completa (Tabla 3).

Esta técnica terapéutica tiene la gran capacidad de tratar el cancer de piel en sus distintos
tipos (melanoma y NMSC), ademas es til para el fotoenvejecimiento, verrugas, acné y
también  tratar  padecimientos  oftalmoldgicos  (verteporfirina), = neumonologicos,
gastroenteroldgicos (cancer de estofago, tumores hepatobiliares, colonrectales), entre otros. A
través de diversos estudios se ha concluido que la TFD es capaz de tratar masas tumorales de
organos internos, por la ausencia de efectos mutagénicos en células aledafias, reduciendo
considerablemente el postratamiento. Por lo general, se presenta un poco de irritacion, dolor,
costras o ampollas curables de tres a cinco dias, o incluso pueden durar entre dos y tres
semanas.** %

En el estudio elaborado por Gonzalez et al.,*® esta técnica resultd ser Gtil en padecimientos
urolégicos y en lesiones iniciales del cancer de prostata, denotando una disminucién de
aproximadamente el 67% de la proteina o antigeno PSA y un efecto anti vascular en el tejido
tumoral prostético, usando motexafin lutetium y luz mediante fibra de vidrio insertada via
transperineal.

La sintesis de compuestos Ps con la capacidad de producir una mayor cantidad de

especies ROS mediante el suministro de luz a longitudes de onda superiores a las de 600 nm

mejorarian formidablemente el efecto fototerapéutico.
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3.3.3.  Compuestos fotosensibilizadores

Los Ps son compuestos quimicos que al ser irradiados por luz UV o visible, sus moléculas
pasan a un estado electronico excitado por si mismas o0 a consecuencia de una transferencia de
energia, llevando a cabo la formacidn de especies altamente reactivas, cuyo proceso es vital
para ejercer algun tratamiento clinico.

Este grupo de agentes fotosensibles deben de ser quimicamente puros con la capacidad de
no producir toxicidad, acumulandose selectivamente sobre el tejido diana a tratar, ya que al ser
irradiados con luz pueden conducir la muerte programada intracelular por apoptosis o
necrosis, a traves de la destruccion de la membrana celular o extracelular. EI suministro de
estos materiales depende de la situacion clinica del paciente, siendo recurrente la
manifestacion de ligeros efectos secundarios que desaparecen en periodos de tiempo muy
cortos.* %

Otro aspecto relevante es su ventana de operacion, ya que deben manifestar picos
maximos de absorcidn con coeficientes de extincion molar (emax) €ntre 5x10* - 10° Mcm™ en
presencia de luz infrarroja, entre 600 - 800 nm, incluso existen sustancias Ps que tienen la
capacidad de actuar desde los 350 nm. Estas condiciones les permiten operar exitosamente a
unos 10 mm de profundidad. ** *°

Recientemente se han estudiado una vasta cantidad de compuestos, clasificado de acuerdo
su estructura quimica: > %

A) No porfirinicos. Catalogados de esta forma aquellos que no poseen en su estructura

un anillo derivado de la porfirina (tetrapirrol ciclico), encontrando entre los mas

comunes las antraquinonas, fenotiazinas, xantenos, cianinas y curcumbionoides. Los
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rangos de absorcion que manejan este tipo de materiales se encuentran entre los 420 -
670 nm, representando una gran desventaja para su uso por TFD.

B) Porfirinicos. Son aquellos que poseen en su estructura un anillo derivado de la
porfirina, manifestando rangos de absorcién entre 630 - 700 nm. Dentro de esta
clasificacion existe otra dependiendo de la forma en la cual operan al irradiar con luz:

e Primera generacion: los materiales porfirinicos poseen esta denominacion y son

aquellos que fueron desarrollados en la década de los 70’s y principios de los 80°,
distinguiendo a el fotofrin y la hematoporfirina (HP), los cuales fueron unos de los
primeros Ps usados clinicamente en la terapia del cancer.”® Presentan fototoxicidad
y una baja absorcion de la luz.

e Segunda generacion: no producen fototoxicidad, manifestando una absorcion

mayor a los de primera generacion. Son considerados de segunda generacion
aquellos derivados de la porfirina o sintéticos fabricados a finales de la década de
los 80’s, entre los m&s comunes se encuentran levulan® (compuesto ALA) o
foscan® (temoporfirina), y familias derivadas de estos como las texafirinas (Tex),
los porficenos y Pc.

e Tercera generacion: son aquellos compuestos Ps modificados estructuralmente con

conjugados de anticuerpos, incorporacion de fotoblanqueo, conjugados bioldgicos,
entre otros.
Es importante sefialar que se deben de tener todas las precauciones en el uso de nuevos

Ps, debido a que estos suelen ser menos especificos y activos en el perfil bioquimico, siendo
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inseguros. Por ese motivo es importante realizar una comparacion con los Ps ya aprobados
para su uso clinico bajo las concentraciones dosimétricas adecuadas.

Los colorantes del tipo sintéticos se han estudiado exhaustivamente con la finalidad de
evaluar sus propiedades de tincidn y terapéuticas, habiendo una vasta variedad, uno de ellos
son los 4,4-difluoro-4-bora-3a-4a-diaza-s-indacenos, conocidos como boro-dipirrotometano o
BODIPY, los cuales son una especie de fluoréforos, ya que la incorporacion de atomos de
haldgeno en los anillos de una estructura de pirrol ocasionan que se incremente el rendimiento
al estado electrénico triple excitado, permitiendo que estos actlen como Ps. El uso de estos

materiales ha sido muy variado y con excelentes resultados.**

3.4. Las metaloftalocianinas y ftalocianinas

Las Pc son una familia de compuestos fotosensibles que se caracterizan estructuralmente
por poseer macrociclos aromaticos planos de 18 electrones (e”) derivados de las porfirinas
(Figura 8). Tienen la capacidad de coordinarse con un centro metalico, obteniendo una
ftalocianina metalada (MPc) de zinc, silicio, cobre, niquel o magnesio, por mencionar tan solo
algunos metales con los cuales se pueden elaborar, permitiendo el CIS y a través de un estado
electrénico excitado triplete (*Pc) producir ROS. Estructuralmente cuenta con un total de 42 e
del tipo =, llevandose a cabo una deslocalizacion electrénica sobre el anillo interior al cual se
le atribuye como un sistema aromatico.** **

A partir de la sintesis de los compuestos de Pc a principios del siglo XX, estos
comenzaron a estudiarse encontrando en ellos multiples caracteristicas que los convierten en

sustancias Utiles en areas diversas, retomando su estudio en la década de los 80°’s y 90’s. La

sintesis de estos materiales fue propuesta por primera vez en 1907* por los investigadores
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londinenses Braun y Tchernaic, efectuada a partir de ftalonitrilo (PN) y el 1,3-
diiminoisoindolina (1,3-D), en donde la reaccion de ciclotetramerizacion procede en
disolventes no acuosos con altos puntos de ebullicién junto con un agente reductor o una base
impedida no nucleofilica como la hidroquinona o 1,8-diazobiciclo[4.3.0]non-5-ene (DBN)

disuelto en pentanol, respectivamente. La presencia de alguna impureza metalica en el proceso

\\\
NH

podria llevar a cabo la formacién de una MPc.** %

SN
/ N
NS

Figura 8. Materiales fotosensibles. A) Porfirina. B) Estructura base de la Pc libre. C)

Estructura de la MPc. D) Ligando Pc de caracter aromatico.

Estos materiales destacan por sus amplias propiedades, ya que poseen una gran
estabilidad térmica que le permite alcanzar temperaturas de hasta 500 °C al vacio sin

descomposicion, al igual de poseer una gran resistencia a medios acidos no oxidantes y bases
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(estabilidad quimica). Los aspectos mencionados anteriormente le han permitido ser usados en
una gran variedad de aplicaciones tecnolégicas.** “°

Una de las caracteristicas mas destacables es que estas estructuras pueden alojar en la
cavidad central a mas de 70 elementos de la tabla periddica, puesto que las Pc poseen un
numero de coordinacion cuatro. Dependiendo de las dimensiones del metal, incluso la
estructura puede llegar a albergar a dos de ellos, principalmente se da con metales alcalinos.
Por otro parte, cuando el metal es de un tamafio considerable pueden llegar a formarse
estructuras piramidales, tetraédricas u octaédricas con uno o dos ligandos axiales segun se
requiera.*® 4/

Uno de los problemas mas notorios al momento de utilizar este tipo de materiales es su
baja solubilidad, por lo que es necesario llevar a cabo una modificacion en su estructura
facilitar su manejo, a pesar de ello, una gran variedad de MPc que han demostrado ser solubles
por si mismas bajo las condiciones y el solvente adecuado, seguin el estudio realizado por
Ghani y colaboradores.*®

No obstante las Pc sustituidas*® *°

tienen la gran ventaja de tener grandes usos y
aplicaciones, tal como la capacidad de acoplarse a otro tipo de materiales. Investigaciones
recientes® han demostrado que el uso de las MPc puede potencializarse usandose materiales
de soporte del tipo poliméricos en donde se puede llevar a cabo la incorporacion de algunas

cadenas cortas de péptidos y nanomateriales como nanoparticulas (NPs), nanotubos e incluso

PCs, los cuales han impacto en el &mbito cientifico y tecnologico.
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3.4.1. El céancery la ftalocianinazinc

Una de las primeras aplicaciones a las cuales se le atribuyd a estos compuestos fue la
produccién de pigmentos de gran calidad y a bajo costo.>? Al ser considerados como sustancias
no toxicas, esto le ha valido su uso en el rea biomedica, especificamente en el tratamiento del
cancer, ya que se ha demostrado ser excelentes materiales en la TFD.™

La HP y el ALA, hasta la fecha, son uno de los Ps mas utilizados clinicamente en
padecimientos oncologicos, sin embargo, las aportaciones de la comunidad cientifica
encargada de la sintesis y en el desarrollo de compuestos del tipo Ps ha permitido localizar
materiales con una mayor eficiencia con una menor citotoxicidad.Uno de ellos es la ZnPc

(Figura 9), cuyo Ps de segunda generacion ha demostrado ser ampliamente efectivo.>*

Figura 9. Estructura de la ZnPc.

La ZnPc es una macromolécula aromatica plana constituida por una estructura plana
simétrica conformada por cuatro grupos isoindol unidos a través de cuatro atomos de

nitrégeno y ocho atomos de carbono con dobles enlaces conjugados. Esta molecula tiene una
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nube de e del tipo n deslocalizados en toda la molecula, y al interior del anillo se deslocalizan

18 €', responsables de su estabilidad térmica y fotoquimica.
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Figura 10. Supervivencia de las células HeLa incubadas con ZnPc 1 uM, nec-1 300 uM
(ZnPc-nec-1) y evaluadas por ensayo MTT 24 h después de los tratamientos. A)

Células tratadas 1 h con ZnPc. B) Células tratadas 3 h con ZnPc.

Por otra parte, Cafiaete y colaboradores™ regularon el proceso de necrosis en células

HelLa mediante TFD utilizando liposomas de ZnPc (1 uM) de 1 a 3 h, usando una fuente LED
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de 640 £ 20 nm suministrada por 10 min. Sin irradiacion, se observo una disminucién
insignificante en la supervivencia celular cercana al 100%, después de 1 h presentaron un
nucleo pequefio con cromatina altamente condensada, en donde las células tratadas por 3 h 'y
observadas 1 h despues (Figura 10) manifestaron una condensacion de cromatina en forma de

pequefias manchas.

Control Incubacion (1h) Incubacion (3h)

C

Figura 11. Imégenes por microscopia por fluorescencia de células HeLa. A) Células
incubadas con ZnPc 1 uM (1 y 3 h) para ensayos con Anexina V / ioduro de propidio. B)
Células procesadas para ensayo TUNEL despues de 3 h. C) Células HeLa incubadas con ZnPc

1 uM (1 y 3 h) procesadas para inmunofluorescencia indirecta (imagen fusionada).
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Luego de 24 h, las células mostraron nucleos mas grandes que las células de control, con
granulos de cromatina altamente condensados, con la envoltura nuclear aparentemente intacta.
Usando la incubacion de ZnPc durante 1 h, no fue posible visualizar el Ps dentro de la célula
dado que la cantidad de ZnPc internalizada no fue suficiente para ser detectada. Con este
tiempo de incubacion e internalizacion, se informé que la ZnPc se encontraba cerca de la
membrana plasmatica, responsable de un proceso necrético. Después de 1 h de incubacién con
ZnPc, no se detectd la sefial roja en la superficie celular, y después de 3 h el Ps se acumuld
claramente en el aparato de Golgi (GA). Esto indicé que en tiempos de incubacién cortos con

ZnPc, este se acumula en o cerca de la membrana plasmatica antes de alcanzar la GA (Figura

12).
100 -
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Figura 12. Andlisis citotoxico en distintas lineas celulares usando ZnPcS,P, con una

irradiacion de luz (1.5 J/cm?) y sin irradiacion.
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Figura 13. Imagenes de células HepG2 por contraste de fase de fluorescencia 24 h después de
irradiarse (1.5 J/cm?) usando distintos valores de concentracién fotocianina: A)

Control, B) 0.5, C) 2.5, D) 5 umol/L.

La ZnPc ha sufrido varias modificaciones estructurales, permitiendole ser usada en
distintas lineas celulares para tratar el cancer, tal es el caso de la investigacién de Shao et al.*®
en la cual probaron un tipo de fotocianina mediante TFD para la inhibicion de varias lineas
celulares de cancer, obteniendo excelentes resultados en las pruebas de viabilidad celular
efectuadas utilizando una fuente de irradiacion de 1.5 J/cm?, de igual manera fue estudiada la
citotoxicidad bajo las mismas condiciones pero sin luz (Figura 12). En el grafico obtenido se

observo que la fotocianina ZnPcS,P, inhibe el crecimiento, el cual dependi6é en gran medida
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de la concentracion, siendo méas notorio en concentraciones elevadas. En el grafico obtenido,
las curvas de concentracion/inhibicion se desplazaron hacia la izquierda después de la
irradiacion, lo que indica un efecto citotdxico adicional a la fotocianina en las lineas celulares.

El analisis se continto usando la HepG2, obteniendo imégenes de contraste de fase de
fluorescencia tefiidas con naranja de acridina / bromuro de etidio, en las cuales fue posible
observar que la fotocianina es capaz producir apoptosis y necrosis luego de irradiar, a causa de
la pérdida significativa del organulo interno y la integridad de la membrana plasmatica
(Figura 13). Al igual que en el estudio anterior, la concentracion usada influye
considerablemente, puesto que a valores grandes se observa la necrosis y varias células con
apoptosis a concentraciones bajas.

Estudios recientes han demostrado que el uso de estos materiales a traves del efecto FRET
permite activar la produccion de distintas especies reactivas que intervienen terapéuticamente.
Es importante resaltar que las investigaciones mas recientes usando ZnPc realizados con

nanomateriales a base de carbono usados como soporte.>

3.5. Nanomateriales

Recientemente ha cobrado relevancia el desarrollo de materiales novedosos con
propiedades mejoradas, abriendo un sin fin posibles enfocadas a diversas aplicaciones en el
ambito aeroespacial, construccion, médicas o biomédica. La sintesis de nanomateriales
permitio el nacimiento de la nanociencia, basada en su manipulacion a nivel atémico,
molecular y supramolecular, dando pie a la nanotecnologia, la cual se enfoca al disefio, forma,

tamafio y aplicacion.?® Estas aportaciones han revolucionado a la ciencia e industria.

43



I11. Antecedentes

Un nanomaterial es definido como aquel que posee una dimension comprendida entre 1y
100 nm (Figura 14), cuyo valor es crucial para poder llevar a cabo con éxito muchas de sus
aplicaciones, entre ellas la internalizacion en el cuerpo humano, permitiendo a estos fungir
como acarreadores de farmacos o sustancias activas para el tratamiento de algun

padecimiento.

Escala Micro
atémica Nano escala escala Macro escala

A A A
|

Particulas |
subatémicas < |

Figura 14. Diferentes escalas de medida y respectivos ejemplos.

Otro detalle importante a considerar es el tipo de material, siendo el carbono uno de los
elementos con el cual se han elaborado una vasta cantidad de estructuras, sin embargo también
se han podido utilizar algunos metales para la fabricacion de NPs como oro, plata, cobre, de
igual forma se han podido usar dioxido de silicio o de titanio para la elaboracion de estos

materiales. Este factor es vital, ya que si los nanomateriales se van a utilizar para fines
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bioldgicos o médicos, estos deben de ser biocompatibles ni tdxicos, ademas de las

caracteristicas propias del material.

3.5.1. Nanotubos de carbono

Los nanotubos son materiales que han tenido gran impacto cientifico muy grande en las
ultimas décadas, a causa de que estos presentan propiedades que los hacen altamente Utiles en
diversas areas, pudiendo ser sintetizados a base de diferentes elementos como los nanotubos
de nitruro de boro (BNNTS),>® nanotubos de silicio o de carbono,” siendo estos Gltimos los
mas estudiados.

En 1991 el microscopista japonés lijima descubri6 una gran variedad de formas
alotropicas de carbono con dimensiones nanométricas distintas (Figura 15) tales como
fulerenos (OD), nanotubos o nanofibras (1D), grafeno (2D), grafito y diamante (3D).>® A partir
de ese momento, los nanotubos comenzaron a estudiarse de diferentes maneras, cuyos usos y

aplicaciones hasta la fechas han tenido gran impacto en diversas ramas.

5
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Figura 15. Clasificacion de nanoestructuras en base a sus dimensiones.
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Los NTCs pueden sintetizarse en forma multicapa 0 monocapa cuyos diametros y
longitud pueden ser variados. Por su parte, los NTCs son una forma alotropica de carbono
unidimensional (1D) formada por laminas de grafeno hexagonal enrolladas de forma tubular.
Los nanotubos multicapa estan conformados por capas concéntricas de alrededor de 0.34 nm
de distancia entre cada una de ellas, mientras que los de pared simple o monocapa se
encuentran compuestos por una colmena de atomos de carbono unidos mediante interacciones

de Van der Walls.®* 2

(n, n)sillén

Figura 16. Forma de los nanotubos. A) General. B) Tipo sillon (5, 5) y C) zigzag (10, 0).

Estos materiales son clasificados por la forma en la cual la nanoplaca es enrollada, cuyas
formas se muestran en la Figura 16:%
A) Tipo sillon (armchair). Poseen dos lados de los hexagonos perpendiculares al eje del

tubo.
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B) Tipo zigzag. Poseen dos lados de los hexagonos paralelos al eje del tubo
C) Tipo quiral. Esta forma incluye situaciones intermedias entre los de tipo de sillon y
zigzag.
Los nanotubos poseen excelentes propiedades de conductividad, eléctricas, térmicas y
mecanicas, estas Ultimas son superiores a otros materiales, estimando una resistencia a la
tension de 65 GPa, es decir, 20 veces mas que el acero en direccion a la longitud de los NTCs,

ademas de mejorar el médulo elastico (1.3 Tpa).*® &

3.5.2. Aplicaciones biomédicas

Las aplicaciones de los NTCs son muy variadas a consecuencia de sus propiedades,
involucrando multiples disciplinas, incrementado su interés en el &mbito biomédico, llevando
a cabo una modificacion estructural que mejore su solubilidad en medios acuosos mediante
una funcionalizacion o incorporacion de alguna molécula bioactiva que puede estar adsorbida
(no covalente) o ligada directamente (covalentemente) a su superficie.

La presencia de grupos funcionales incrementa su capacidad de internalizarse en
diferentes medios bioldgicos, penetrando células y actuando como nanovectores para el
transporte de farmacos. EI manera por el cual llevan a cabo esto es aun impreciso, pero se ha
considerado la adsorcién por endocitosis y un mecanismo no endocitico, este Gltimo basado en
la insercién y difusion de los NTCs a través de la bicapa lipidica.”®

Otra aplicacion interesante es la capacidad de fungir como biosensores,®® ya que su
tamafo es comparable con otras biomacromoléculas sumado a sus propiedades eléctricas,

66, 67

electronicas y de sensibilidad con una respuesta rapida.®
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3.5.2.1. Funcionalizacion de nanotubos

Generalmente la mayoria de los grupos funcionales presentes en el estado pristino son
aquellos que contienen oxigeno como el -OH, ya que durante el proceso de sintesis son
empleados algunos acidos. La superficie de estos nanomateriales es alterada quimicamente
empleando sustancias oxidantes, tales como mezclas de &cidos, equipo de microondas

monomodal u ondas ultrasénicas.®®
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Figura 17. Espectro FTIR de MWNTCs-anilina.

La quimica verde propone el uso alternativo de la energia ultrasénica como energia de
activacion superficial del nanotubo, ya que con ella es posible reducir tiempos de reaccion,
limitar el uso de reactivos, entre otras mejoras, ademas ser Util como método de dispersion.
Cabello et al.”® llevaron a cabo con éxito la funcionalizacion de MWNTCs usando

sonoquimica a la par de reactivos oxidantes y mezclas de acidos, confirmando que es posible

48



I11. Antecedentes

llevar a cabo la funcionalizacién con nitrégeno’™ y gruposs amino como la anilina, cuya
caracterizacion por FTIR demostré la presencia de una banda en 3500 cm™ correspondiente al

enlace N-H y sefiales en 1200 y 1400 cm™ tipicas del enlace C-N (Figura 17).

Los resultados obtenidos por el grupo de investigacion hacen notable diferencias del
material pristino y una vez funcionalizada la superficie, permitiéndole a los NTCs dispersarse
adecuadamente en disolventes polares como hexano, cloroformo (CHCI3) y diclorometano
(DCM), ademés de que por medio de microscopia SEM se observd un recubrimiento sobre el
nanotubo correspondiente a la funcionalizacion con anilina. Otra investigacion efectuada por

Song et al.”

se utiliza energia por sonicacion para la funcionalizacién de nanotubos (de pared
sencilla y multiple) con grupos funcionales tiol (-SH), al igual que el grupo de investigacion
de Minati y colaboradores.” Confirmando que este tipo de energia es viable para dicho

procedimiento.”

3.5.3. Los nanotubos y el cancer

La nanotecnologia en la biomedicina ha detonado el desarrollo de diversas técnicas que
combinadas con el uso de los nanomateriales adecuados se han podido tratar mdltiples
padecimientos, entre ellos el cancer.

Para efectuar su funcion terapéutica se requiere de tres elementos:’

1) Un ligando dirigido al padecimiento a tratar.

2) Molécula bioactiva o farmaco

3) Un material de soporte

Los NTCs son uno de los materiales que cominmente son empleados en diversas técnicas

terapéuticas para el tratamiento de cancer, debido a su capacidad por atravesar las membranas
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celulares, permitiendo entregar selectivamente un medicamento determinado. Sin embargo es
importante determinar en que etapa se localiza la enfermedad, ya que esto ha permitido usar
dos estrategias distintas: especificidad pasiva y activa. La especificidad pasiva esta basando en
el efecto de retencion y permeabilidad mejorada (EPR) y es aplicado principalmente en
tumores solidos (a excepcion de tumores con hipovascularidad) carentes de drenaje linfatico,
lo cual favorece la acumulacion del nanomaterial a usar. Por otro lado, la especificidad activa
se basa la funcionalizacion de la nanoestructuras con ligandos especificos para determinados
receptores sobreexpresados dentro del tumo o el tejido vascular.®® ™ 7

La TFD ha estado a la vanguardia como un tratamiento novedoso contra el cancer de piel,
sin embargo acoplar la nanotecnologia permitiria potencializar el efecto terapéutico de los
compuestos fotosensibles.”” " La ZnPc ha resultado con excelentes muy prometedores en
dicha técnica, por lo que su uso se ha incrementado por diversos investigadores. Los
nanotubos fungen en este caso como antenas que potencializan su efecto, esto ayudaria en
gran medida a incrementar incluso hasta 1000 nm zona en la cual estos materiales tienen la
capacidad de absorber la luz, de esta manera la energia suministrada seria menor y por ende
mas eficientes.” La forma en la cual los macrociclos de la ZnPc interaccionan con los NTCs®

81.82.83 5 no covalente.®*

puede ser covalente
Recientemente se han utilizado otro tipo de formas alotropicas de carbono tal como
nanodiamantes (NDs),®> ® ®" |os cuales han manifestado excelentes resultados via TFD

compitiendo con otros materiales a base de carbon, funcionando como nanoacarreadores de lo

Ps y amplificadores del efecto fotodindmico.®
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Figura 18. Andlisis en células. A) Ensayos de citotoxicidad oscura y B) analisis via TFD de

los nanomateriales PCGs,

ZnTPPcQ-PCGs,

PCs, ZnTPPcQ-PCs, NDs vy

ZnTPPcQ-NDs a distintos valores de concentracion. EI medio de control se

prepar6 con 1% DMSO.
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Matshitse et al.*® han publicado un estudio comparativo en base a su actividad
fotodinamica en células MCF-7, comparando NDs contra PCs y grafeno, acoplando la
2,9,16,23, tetrakis[4-(N-metilpiridiloxi)]ftalocianina (ZnTPPcQ) mediante la formacion de
apilamientos m-n. Todos los materiales fueron caracterizados por técnicas espectroscopicas
(IR, Raman y UV-vis), microscopia TEM vy analisis térmicos. Los ensayos de
citocompatibilidad realizados para cada nanomaterial y conjugados tras 24 h manifestaron un
alto grado de viabilidad celular a una concentracion de 50 pg/mL consiguientemente las
pruebas desarrolladas por TFD se efectuaron con un haz de luz de 13.5 J/cm? durante 300 s a
distintas concentraciones. El sistema ZnTPPcQ-NDs resultaron tener una mayor respuesta
fotodinamica lo cual da indicios de existir una buena respuesta sinérgica por parte de los NDs

(Figura 18).

3.6. El futuro de la medicina contra el cancer

Existe una variedad de sustancias Ps que son usados en diversos tratamientos terapéuticos
secundarios a otras técnicas médicas en el tratamiento del cancer como radioterapia,
quimioterapia o cirugia. Suplir estos tratamientos por TFD representa un reto, requiriendo que
el Ps tenga la estructura adecuada que le permita internalizar en el cuerpo y féciles de
excretar. Conjugar Ps con materiales de soporte, vehiculos, anticuerpos y demas, a fin de
mejorar la especificidad y la capacidad de destruccién tumoral.

Wang et al.®® lograron obtener NPs autoensambladas de ZnPc con el fin de que puedan ser
usadas en tratamientos tumorales mediante TFT y TFD, llevando a cabo la sintesis de la
1,8,15,22-tera-(3-(6-hidroxiil) hexiloxi)fttalocianinazinc, reaccion se elaboré con 20 mL de n-

pentanol y 3-(6-hidroxiil) hexiloxiftalonitrilo (0.8 mmol), 0.05 mmol de acetato de zinc
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(Zn(OAC),) anhidrido, acetato de etilo (AcEt) y 0.5 mL de 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undeca-7-
eno (DBU) en reflujo por 12 h con una atmosfera de N,. Para la preparacion de la NPs de
ZnPc se afiadido gota a gota una solucion de la Pc previamente sintetizada en DMSO y agua
con agitacion durante 4 h.

La caracterizacion se efectu6 por microscopia TEM y SEM, denotando didmetros
aproximados de 50 nm. Sin embargo, los resultados por dispersion dindmica de luz (DLS)
revelaron una distribucion de tamafio cercana a los 70 nm. La evaluacion por espectroscopia
UV/vis para la ZnPc presentd una banda Q intensa, tipica de las MPc, de igual forma, los
sistemas elaborados manifestaron una banda Soret debido al apilamiento molecular cara a cara
entre las nanoestructuras. Por espectroscopia de fluorescencia hubo un cambio significativo en
las bandas resultantes del fotosensibilizador puro y de los sistemas hanométricos, en los cuales
la intensidad de estos dltimos fue aproximadamente de un 10% respecto a la de la ZnPc, lo
cual podria ser indicativo de ser potencialmente fotodinamicos.

En el trabajo de Nyokong y Chidawanyika® se realizé la caracterizacion de conjugados
compuestos por SWNTCs funcionalizados con grupos amino mediante un enlace covalente
quimico y otro por adsorcion. Los NTCs fueron acoplados con un fotosensibilizador de baja
simetria denominado tris[9(10),16(17),23(24)-(4-2-mercaptopiridina)-2-(4-
carboxifenoxi]ftalocianinatozinc(ll) (ZnPcll), compuesto por ZnPc, tres grupos de
mercaptopiridina y un grupo acido monocarboxilico.

El procedimiento para la funcionalizacion con grupos amino procedié mezclando 70 g de
SWNTCs-p, 93 mg de nitrito de sodio (NaNO,), 85 mg de etilendiamina (EDA) y 0.061 mL
de acido sulfdrico (H,SO,4) concentrado, calentando a 60 °C por 1 h. Al finalizar se extrajo el

solido por centrifugacion y lavados con N,N-dimetilformamida (DMF).
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La sintesis de los conjugados SWNTCs-EDA/ZnPcll-ligado se realizé disolviendo 10.40
mg de ZnPcll y 32.85 mg de DCC en 10 mL de DMF a temperatura ambiente en una
atmosfera de nitrogeno (N,) por 24 h, finalmente se obtuvieron mediante lavados con DMF,
centrifugacion y secado en horno a 70 °C. La formacion de los sistemas de SWNTCs-
EDA/ZnPcll-adsorbido consistio en sonicar durante 15 min los NTCs funcionalizados (10 mg)
en 40 mL de DMF junto con la Pc y agitar durante 17 d. El uso de la diciclohexilcarbodiimida
(DCC) permitié que el grupo carboxilico (-COOH) de la ZnPcll se convirtiera en un grupo
éster de carbodiimida activo, permitiéndole enlazarse con el grupo amino (-NH;) de los
nanotubos. El cambio de coloracién de la reaccion indicaria que el proceso habria terminado,
extrayendo el solido por centrifugacion y lavados con DMF, el cual se obtuvé por

interacciones de apilamiento 7-w entre las unidades planas de la Pc y el nanotubo.

500 nm

Figura 19. Analisis por microscopia TEM para A) SWNTCs-EDA, B) SWNTCs-EDA/ZnPcll

absorbido y C) SWNTCs-EDA/ZnPcll-ligado.

Los resultados de la microscopia electronica de transmisién (TEM) mostradas en la
Figura 19, denotaron una diferencia entre los SWNTCs-EDA vy el resto de los nanomateriales,
ya que los SWNTCs-EDA/ZnPcll-absorbido mostré agregados y en los SWNTCs-

EDA/ZnPcll-ligado se observé una mayor cantidad de ZnPcll. Esto se corrobor6 comparando
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los espectros de IR (Figura 20), en donde se vio un desplazamiento en las sefiales a 1100 y
1016 cm® del enlace C-C y de la ZnPcll (1385, 1016 y 803 cm™). Otra diferencia fue la zona
entre 1630-1653 cm™ (sefiales de enlace N-H y C=0 asociado al Pc), ya que en el sistema
absorbido se noté la presencia de ambas bandas alrededor de 1637 cm™y para el ligado una

sola (1653 cm™).
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Figura 20. Analisis de IR para los sistemas A) SWNTCs-EDA, B) ZnPcll, C) de SWNTCs-

EDA/ZnPcll-ligado y D) de SWNTCs-EDA/ZnPcll-absorbido.
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Para corroborar la funcionalizacion de los SWNTCs-p se emple6 espectroscopia IR, por la
cual se destacé una sefial de estiramiento N-H de mediana intensidad entre 3414-3478 cm™,
entre los 2850-2922 cm™ correspondientes a los enlaces C-H y un pico tipico de una amina
primaria (NH,) entre 1639617 cm™. El espectro de IR de la ZnPcll también se observé una
banda ancha a 3435 cm™ tipica del enlace O-H del fenolcarboxi presente en la estructura,
ademas de manifestar multiples picos caracteristicos de los macrociclos a 1383, 1095 y 804

cm™,

Absorbancia (a.u)

300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 21. Espectros por espectroscopia UV/vis de (a) ZnPcll, (b) SWNTCs-EDA, (c)
SWNTCs-EDA/ZnPcll-ligado y (d) SWNTCs-EDA/ZnPcll-absorbido disueltos

0.2 mg/mL en DMF.

En tanto la caracterizacion por espectroscopia UV/vis (Figura 21) y fluorescencia se

apreciaron bandas alrededor de 683 nm correspondiente a la banda Q de la ZnPcll, y los
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espectros de fluorescencia denotaron una diferencia para entre la ZnPcll y los conjugados, ya
que se redujo notablemente, siendo mas notorio para el sistema ligado. Se concluyé que no
existe desplazamiento alguno de esta sefial, por lo que el grupo amina no ejerceria un efecto

significativo a pesar de donar electrones.
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Figura 22. Espectros de absorcién realizado por UV/vis de los sistemas dispersos en DMSO
de los (a) SWNTCs-COOH, (b) ZnMCPPc-AA-SWNTCs, (¢) ZnMCPPc-

SWNTCs, (d) ZnMCPPc y () ZnMCPPc-AA.*

En otro trabajo similar planteado por Nyokong y Ogbodu®, se estudiaron las propiedades
fotofisicas de la zincmonocarboxifenoxiftalocianina (ZnMCPPc) ligada a una molécula de

acido ascorbico (ZnMCPPc-AA) soportada en SWNTCs-COOH. Como parte de la
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metodologia, una cantidad de ZnMCPPc-AA (0.07 mg) fue agitada con 0.02 g de DCC por 24
h en DMF, posteriormente fueron afiadidos 5 mg de acido ascorbico con dimetilaminopiridina
(DMAP) por 48 h hasta obtener un precipitado soluble en EtOH. La elaboracién de los
sistemas ZnMCPPc-AA-SWNTCs, se realizd sonicando SWNTCs-COOH y la ZnMCPPc-AA
durante 20 min en DMF durante 5 d hasta obtener un cambio de coloracion. Los SWNTCs-AA

se obtuvieron empleando DCC como modificador del enlace carboxilo para su anclaje.

Figura 23. Andlisis de microscopia TEM. A) SWNTCs-COOH. B) ZnMCPPc-AA-SWNTCs.

Se reportd que la adecuada funcionalizacion por medio de andlisis de espectroscopia
UV/vis (Figura 22), en donde se destac6é una banda Q méxima a 675 nm tipica del la Pc y la
cual aparece en el resto de los complejos a los cuales se les acopld, como resultado a la
diversidad de grupos aceptores o donadores de electrones. Por microscopia TEM (Figura 23)
se corrobord lo dicho anteriormente, ya que se observd una fuerte interaccion entre los
SWNTCs-COOH vy el Ps, notando la presencia de algunos aglomerados, por otra parte, se

estudio el tiempo de vida de la fluorescencia de las especies, es decir, el tiempo promedio
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cuando la molécula pasa a un estado excitado antes de emitir fluorescencia, el cual resulto ser
el mismo para todos los complejos estudiado. De igual forma, los espectros de excitacion de
fluorescencia fueron similares en todos los casos, coincidiendo los espectros de absorcién
(iméagenes especulares del espectro de emisién), con lo que se determiné que la molécula que

emite es la misma que la que absorbe.

Figura 24. Micrografias de células MCF-7. A) Células de control. B) Células en presencia de

ZnMCPPc-AA-SWNTCs sin irradiar. C) Células expuestas a TFD y cultivadas 24 h.

Los sistemas elaborados de NTCs y los de metaloftalocianinas (MPc) fueron fototéxicos
para las células, en cuyo método se usé una fotoirradiacién por encima de los 600 hasta los
1000 nm, denotando que los nanotubos absorbieron a 950 nm, dando indicios de que estos

materiales pueden Utiles por TFD o terapia fototérmica (TFT). Se analizaron las células MCF-
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27 24 h despues de ser expuestas (Figura 25), observando un cambio en la morfologia
indicando que ha perdido sus capacidad de proliferacion, ademas fue el sistema que mejor
rendimiento cuantico y tiempo de vida en estado triplete presentd, porque la presencia de un
grupo fenilo mejord el cruce entre sistemas inducido por la transferencia de carga en spin-

6rbita (SOCT-ISC).

90 - B1 B2EB:3:04
B SWNTCs

®  SWNTCs-AA

80

70 -

60 -

50 1

40 1

30 1

Viabilidad celular %

20 -

10 -

300 600 1200
Tiempo de irradiacion (s)

Figura 25. Pruebas de fototoxicidad de los sistemas 1) ZnMCPPc, 2) ZnMCPPc-AA, 3)
ZnMCPPc-AA-SWNTCs, 4) ZnMCPPc-SWNTCs, 5) SWNTCs-COOH y 6)

SWNTCs-AA.

El grupo de investigacion de Rivero y colaboradores™ llevé a cabo estudios de estabilidad
de la ZnPc en nanoparticulas (NPs) de didxido de titanio (TiO,) sintetizadas a través del
método sol-gel, posteriormente estos sistemas de ZnPc-TiO, fueron puestos a prueba en cuatro

lineas celulares y parasitos Leishmania. La sintesis de las NPs consistio en utilizar 50 mL de
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acido acético (ZnPc-TiO,-Ace) y 4acido oxalico (ZnPc-TiO,-Oxa) con agitacion,
respectivamente, en el cual fueron disueltos 4.2 g de ZnPc junto con 85 mL n-butdxido de

titanio afiadidos gota a gota durante 4 h hasta obtener un gel y dejar secar durante 8 d a 30 °C.
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Figura 26. Analisis por espectroscopia UV/vis de los nanomateriales obtenidos.

La espectroscopia por UV/vis (Figura 26) denot6 una transicion en 390 nm derivado de la
transferencia de carga producida por los TiO,, por otra parte el espectro del sistema
nanoparticulado fueron notorias dos bandas en 557 y 598 nm originarios de la interaccion
entre del atomo de zinc y el heterociclo de la ZnPc, una transicion electronica notoria entre

600-750 nm y una sefial a 409 nm.
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Figura 27. Analisis por espectroscopia IR de A) TiO,-ZnPc-Ace y B) TiO,-ZnPc-Oxa.
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Se evalud la estabilidad térmica de dichas y se efectuaron analisis por espectroscopia IR
(Figura 27), donde las muestras se calentaron hasta 400 °C, sin apreciar cambios aparentes en
las sefales de vibracion de los enlaces C-C, C-H y C-N. Se observaron picos caracteristicos de
la ZnPc entre los 1000-1800 cm™ tipicas de las vibraciones de los grupos isoindol (1345 cm™
tipica del enlace C-N, banda plana C-N en pirrol a 1350 cm™ y en una sefial de vibracién de
estiramiento C-N a 1027 cm™) y otras dos bandas a 1541- 1441 cm™ se atribuyeron a una
vibracion de flexion en el plano del enlace C-H.

Por otro lado, las NPs sintetizadas con &cido acético manifestaron una banda ancha de
vibracion de estiramiento en 3276 cm™ del grupo hidroxilo (-OH) de acuerdo a la presencia de
humedad y el enlace Ti-OH. La sefial de vibracion de flexion simétrica del agua adsorbida en
1621 cm™ desaparece al ascender a los 200 °C. Los sistemas de ZnPc-TiO,-Oxa manifestaron
sefiales distintas, diferenciandose por la sefial del grupo carbonilo (C=0) en 1673 cm™
proveniente del acido oxalico.

Los estudios térmicos mostrados en la Figura 28 se efectuaron usando una rampa de
calentamiento velocidad de calentamiento de 10 °C/min (desde 20 a 800 °C) y una atmoésfera
de flujo de aire. En el andlisis termogravimétrico (TGA), se pudieron elucidar las pérdidas de
20 a 100 °C atribuidas al alcohol y agua presente, posteriormente se observo la pérdida de los
alcoxidos e hidroxilos denotando un pico entre 144 - 33 °C (desorsion) por calorimetria
diferencial de barrido (DSC), seguido de la dehidroxilacion y descomposicion de la materia
organica a temperaturas superiores a los 200 °C, obteniendo un pico exotérmico en DCS a 382

°C. La masa residual fue de TiO,.
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Figura 28. Analisis térmicos de A) TiO,-ZnPc-Ace y B) TiO,-ZnPc-Oxa.
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TiO,-ZnPc ZnPc

VERO

Hep G2

HDF

Figura 29. Internalizacion celular de nanoparticulas ZnO,-ZnPc y ZnPc a 15 uM o 100 pg/mL

en células Vero, HepG2 y HDFs tefiidas con Hoechst 3342 e incubadas 24 h.

En base a los resultados de resistencia térmica de los materiales obtenidos, se evalud
mediante TFD en algunas lineas celulares (Vero, HepG2, THP-1 y HDFs) y paréasitos
(Leishmania chagasi y Leishmania panamensis) utilizando una fuente de luz roja del tipo laser

no iénico a 670 nm y 2.5 J/lcm?. Para ambos estudios se incubd por 24 h para la evaluacién
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fotoactiva de las especies sintetizadas, obteniendo concentracidnes optimas de 15 uM y 100
pg/mL para la ZnPc y ZnPc-TiO,, respectivamente. Se observo que los materiales si
internalizan en el citoplasma de las células, ademéas se vio una clara diferencia en la
fluorescencia, mas intensa para el fotosensibilizador; se destacé que en células de fibroblastos
humanos (HDFs) no fue posible identificar sefial de fluorescencia (Figura 29).

Se concluy6 que los sistemas obtenidos resultaron ser no fototdxicos para las lineas de
parasitos estudiadas pero si fototoxico en las lineas células tumores y no tumorales, aunque en
menor proporcion que la ZnPc, la cual si fue fotoactiva para ambos. En base a los estudios de
citotoxicidad, tanto el Ps y las NPs se situaron el citoplasma mitocondrial.

Lo descrito anteriormente nos lleva a la siguiente hipotesis. La funcionalizacion de
diversos tipos de nanomateriales a base de carbono como los SWNTCs y PCs con diversos
grupos funcionales del tipo amina, y su posterior dopaje con ZnPc permitiria obtener sistemas
nanoestructurados altamente biocompatibles con propiedades fototérmicas mejoradas para la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) para su uso tentativo en el tratamiento del
cancer via TFD, las cuales podrian inducir la apoptosis y necrosis del tejido canceroso

exitosamente.
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IV. EXPERIMENTAL

Materiales y equipos:

e Equipo sintetizador de microondas, Mod. Discover, CEM.

e Espectrofotometro de UV/vis, VARIAN, Cary 50.

e Espectrofluorometro para multianalisis, CARY-ELIPSE, Varian.

e Espectrofotometro MIR - NIR Perkin - EImer Spectrum 400 con accesorios ATR y
DRIFT.

e Microscopio Electronico de Barrido de Emision de Campo FESEM, JEOL Mod.
JSM-7800 Prime acoplado con un sistema de analisis elemental de dispersion de
energia de rayos X (EDX).

e Equipo de bafio ultrasonico 2.8 L, Fisher Scientific.

e Centrifugadora Eppendorf 5415D.

e Horno con sistema de vacio marca VWR.

e Balanza analitica.

e Cinta de carbono y rejilla de cobre para microscopia FESEM.

e Equipo de andlisis termogravimétrico SDT 2960 Silmutaneous DSC-TGA TA
Instruments acoplado a un detector IR Varian.

e Campana de extraccion.

e Bomba de vacio V-100, interface 1-100, Buchi

e Espatulay pipetas

e Equipo de filtracion al vacio

e Filtro de membrana PTFE, TF-200, 47 mm, 0.2 um, PALL
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e Lector de placas BioRad, Mod. iMark

e Microscopio vertical Olympus CKX53 equipado con una camara digital EP50

e Tubos de reaccion para microondas

e Viales de volumen diverso (20, 10 mL)

Tabla 4. Listado de reactivos empleados.

Reactivo

Abreviacion

Nanotubos de carbono pristinos de pared sencilla

SWNTCs-p

Etanol C,Hs0H, EtOH
Ftalocianinazinc ZnPc
Metanol CH30H, MeOH.

Dimetilsulfoxido.

CH3SOCH3;, DMSO.

Etilendiamina EDA, Al
1,3-propanodiamina. A2
1,8-octanodiamina A3
o-fenilendiamina A4
m-fenilendiamina A5
p-fenilendiamina A6
N,N’-bis(3-aminopropil)-1,3-propanodiamina A7

Nitrito de sodio NaNO;

Bromuro de potasio KBr
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4.1. Caracterizacion general de los sistemas nanoestructurados
4.1.1. Espectroscopia por ultravioleta visible (UV/vis)

Se us6 un espectrofotometro de UV/vis VARIAN, Cary 50 (Figura 30) llevando a cabo
las mediciones correspondientes de la ZnPc y de los nanomateriales solidos obtenidos, de los
cuales 1 mg fue disuelto en 5 mL de EtOH y sonicados 24 h previo a su analisis. El liquido
sobrenadante fue estudiado para cada muestra durante el proceso de sintesis, a fin de verificar
que las bandas correspondientes al fotosensibilizador desaparecieran del medio, indicando su

completa adsorcion. Estas mediciones se efectuaron tras 7.d y 15 d.

Figura 30. Espectrofotometro de UV/Vis, VARIAN, Cary 50.

4.1.2. Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

El anélisis se efectud en espectrofotometro MIR-NIR Perkin-Elmer Spectrum 400
(Figura 31) utilizando una pequefia cantidad del compuesto de interés y haciendo incidir un
haz de luz sobre la muestra, de tal manera que la frecuencia de excitacion de enlace a enlace

en la molécula coincida con una de las frecuencias incluidas en las ondas componentes del
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rayo, produciendo una absorcion de energia que es registrada y trazada en un grafico o
espectro.

Para analizar los compuestos manométricos elaborados, los NTCs se molieron junto con
una cantidad pequefia de una sal de bromuro de potasio (KBr) con ayuda de un mortero hasta

obtener un polvo fino.

Figura 31. Espectrofotometro MIR-NIR Perkin-Elmer Spectrum 400.

4.1.3. Microscopia Electrdnica de Barrido de Emision de Campo (FESEM)

Fueron caracterizados algunos de los nanomateriales a través de microscopia electrénica
de barrido de emision de campo (FESEM), cuya técnica permite visualizar objetos con gran
resolucion espacial. Esto es posible por la fuente de energia usada, la cual es un cafién de
emision de campo compuesto por un filamento (el cual puede ser de tungsteno) que suministra
un haz de electrones focalizado que interacciona con el objeto de estudio produciendo
electrones (secundarios o retrodispersados) que son estudiados por distintos detectores
localizados en la columna del equipo (Figura 32).

Algunos de los sistemas nanométricos obtenidos fueron estudiados mediante FESEM

usando cinta de carbono. Algunos de los nanotubos fueron montados en rejillas de cobre, los
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cuales fueron disueltos en EtOH colocando una gota de la solucion hecha (Figura 33). Se
destaca también el uso de la técnica EDS, cuyo analisis quimico fue posible a consecuencia de

los rayos x dispersados.

Figura 32. Microscopio Electrénico de Barrido de Emision de Campo FESEM, JEOL Mod.
JSM-7800 Prime acoplado con un sistema de analisis elemental por dispersion de

energia de rayos X (EDS).

Figura 33. Nanocompuestos montados sobre rejillas de cobre para su analisis por FESEM.
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4.2. Funcionalizacion de los nanomateriales
Para llevar realizar este proyecto, se llevd a cabo la funcionalizacion de los SWNTCs-p
con EDA (Esquema 2), los cuales se espera que sean potencialmente utiles para su uso como

tratamiento del cancer de piel via TFD una vez acoplados con la ZnPc (Figura 34).

Figura 34. Proyecto general completo basado en los SWNTCs y PCs acoplados con ZnPc

para su uso via TFD.

El procedimiento experimental para la funcionalizacion se efectué usando como precursor

la diamina EDA, las cuales fueron adquiridas de SigmaAldrich. Como parte de la metodologia
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se pesaron 10 mg de SWNTCs-p y se mezclaron con 25 mg de NaNO,, posteriormente fue
afiadida la diamina correspondiente, siendo 2.50 mL.

La mezcla de reaccién se traslado a un tubo de microondas y se desgasifico por 15 min a
temperatura ambiente. La reaccion se prosiguio empleando un sintetizador de microondas
Mod. Discover, CEM (Figura 35) bajo las condiciones de 200 W de potencia y 90 °Cdurante
15 min, y una vez realizado el proceso anterior, se dejo enfriar a temperatura ambiente. El
solido se extrajo en un equipo de filtracion al vacio, realizando lavados a la mezcla de
reaccion con MeOH, utilizando una membrana GN Metricel marca PALL, con el fin de
eliminar parte de los reactivos que no reaccionaron, hasta obtener un filtrado incoloro. Los
nanotubos SWNTCs-Al obtenidos se montaron en un vial recubierto de papel aluminio y se

introdujeron en un horno con sistema de vacio marca VWR a 50 °C por 48 h.

Etilendiamina

Esquema 2. Representacion esquematica de la obtencion de los SWNTCs-Al.
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Tabla 5. Caracterizacion de los SWNTCs-p.

SWNTCs-p

v = 2343 (C-C sobretono), 2148 (C-C sobretono), 2020 (C-C

IR-VIS (KBr) sobretono), 1668 (C=C vibracion), 1543 (C=C vibracion)

cm™.

UV vis (EtOH) Amax/nm | Sin bandas.

Solido negro

Diametro: 1.3 —-2.3 mm

Tabla 6. Caracterizacién de los SWNTCs-Al

SWNTCs-Al

v = 3738 (N-H estiramiento), 3653 (N-H estiramiento), 2959
IR-VIS (KBr) (C-H estiramiento), 1691 (N-H tension), 1040 (C-N

estiramiento), 750 (N-H tensién), 528 (C-C flexién) cm™.

UV vis (EtOH) Amax/nm | Sin bandas
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4.3. Purificacion de los nanomateriales

La purificacion se realizé en un equipo centrifugador Eppendorf 5415D (Figura 36B),
bajo distintas condiciones, dependiendo de cada nanomaterial. EI procedimiento se efectud
disolviendo los materiales en EtOH o MeOH, y se centrifugd en repetidas ocasiones hasta que
el solvente resulto sin coloracion alguna para el caso de los nanotubos acoplados con ZnPc, ya
que aquellos en estado pristino y los NTCs funcionalizados con EDA se tomo la decision de
centrifugar en 10 ocasiones. Los materiales acoplados con el Ps una vez purificados se secaron
a temperatura ambiente y el resto se dejaron secar en un horno a una temperatura de 50 °C

(Tabla 7).

Tabla 7. Condiciones de purificacion por centrifugacion de los nanomateriales.

Material Solvente rpm Tiempo (min)

SWNTCs-p EtOH 11,200 2
SWNTCs-Al MeOH 10,200 2
SWNTCs-Al/ZnPc(1) EtOH 10,200 2
SWNTCs-Al/ZnPc(2) EtOH 10,200 2
SWNTCs-Al/ZnPc(3) EtOH 10,200 2
SWNTCs-Al/ZnPc(4) EtOH 10,200 2
SWNTCs-Al/ZnPc5) EtOH 10,200 2
SWNTCs-A1/ZnPc(6) EtOH 10,200 2
SWNTCs-A1/ZnPc(7) EtOH 10,200 2
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4.4. Acoplamiento con la ZnPc

La elaboracién de los sistemas nanoestructurados acoplados con ZnPc se efectud
empleando 5 y 10 mg de ZnPc, respectivamnente, con 10 mg del nanomaterial, tanto con los
SWNTCs-p y los SWNTCs-AL. Posteriormente se afiadieron 5 mL de EtOH y se utilizo la
técnica asistida por microondas, usando temperaturas de 30 y 40 °C, y tiempos de 3 min y 4
min de forma pausada cada 30 s. La mezcla obtenida se someti6 a un bafio ultrasénico en un
equipo Fisher Scientific de 2.8 L (Figura 36A) durante 7 y 15 d, respectivamente.
Transcurrido el tiempo requerido, se extrajo el solido a través de un centrifugadora Eppendorf
5415D a 10,200 revoluciones por minuto (rpm) durante 2 min. Los SWNTCs/ZnPc fueron

disueltos con una pequefia cantidad de EtOH y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Tabla 8. Condiciones de reaccion del acoplamiento con ZnPc.

Sistemas nanoestructurados con ZnPc

ZnPc T Tiempo en Tiempo
Nanomaterial Abreviacion

(mg) | (°C) | microondas | sonicando
SWNTCs-Al 10 30 3minc/30s 7d SWNTCs-Al/ZnPc(1)
SWNTCs-Al 10 40 3minc/30s 7d SWNTCs-Al/ZnPc(2)
SWNTCs-Al 5 30 3minc/30s 7d SWNTCs-Al/ZnPc(3)
SWNTCs-Al 5 40 3minc/30s 7d SWNTCs-Al/ZnPc(4)
SWNTCs-Al 5 40 3minc/30s 15d SWNTCs-Al/ZnPc(5)
SWNTCs-Al 5 40 4 minc/30 s 3d SWNTCs-Al1/ZnPc(6)

SWNTCs-p 5 40 3minc/30s 7d SWNTCs-p/ZnPc(1)
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Figura 36. Equipos usados para la obtencién de los sistemas nanométricos. A) Equipo de bafio

ultrasénico 2.8 L, Fisher Scientific. B) Centrifugadora Eppendorf 5415D.
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Tabla 9. Caracterizacion de la ZnPc.

ZnPc
v = 1597 (C=C estiramiento), 1487 (C-H flexion) , 1407 (C=C-H
flexion) , 1327 (C-N estiramiento), 1283 (C-N estiramiento), 1164 (C-N
IR-VIS (KBr)
flexion), 1114 (C-N flexion), 1058 (C-N estiramiento), 883 (C-C
flexion) cm™
UV vis (EtOH)
349, 378, 608, 641, 667, 763.
Amax/nm

Polvo fino de coloracion azul

Formula molecular: C3,H1sNsZn

Peso molecular: 577.91 g/mol

Tabla 10. Caracterizacion de los SWNTCs-Al/ZnPc(1).

SWNTCs-AL/ZnPc(1)

v = 3448 (N-H estiramiento), 2272 (C-C sobretono), 2183
IR-VIS (KBr) (C-C sobretono), 2030 (C-C sobretono), 1642 (C-C

sobretono), 1642 (N-H tensién), 1054 (N-H torsion) cm™.

UV vis (EtOH) Amax/nm | 346, 634, 669, 703.
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Tabla 11. Resultados del analisis elemental para el sistema SWNTCs-A1/ZnPc(1).

Error abs./1 sigma Error rel./1 sigma

Elemento® | Masa (%) | Atom. (%)
(%) (%)
Carbono® 79.92 82.67 8.76 10.97
Nitr(')geno7 9.38 8.32 141 15.01
Oxigeno8 6.58 511 0.96 14.61
Boro® 2.90 3.33 0.58 19.92
Sodio™ 0.78 0.42 0.08 9.73
Aluminio®™ 0.24 0.11 0.05 21.15
Zinc™® 0.21 0.04 0.05 21.58
Hierro®™ 0 0 0 10.00

& NUmero atémico.

Tabla 12. Caracterizacion de los SWNTCs-Al/ZnPc(2).

SWNTCs-Al/ZnPc(2)

v = 3676 (N-H estiramiento), 2945 (C-H estiramiento), 2348

(C-C sobretono), 2170 (C-C sobretono), 2010 (C=C

IR-VIS (KBr)
estiramiento), 1655 (N-H tension), 1515 (C-N estiramiento),
1063 (N-H torsion) cm™.
UV vis (EtOH) Amax/nm | 360, 639, 672, 701.
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Tabla 13. Resultados del analisis elemental para el sistema SWNTCs-A1/ZnPc(2).

Error abs./1 sigma Error rel./1 sigma

Elemento® | Masa (%) | Atom. (%)
(%) (%)
Carbono® 56.98 77.56 6.29 11.04
Escandio® 25.26 9.19 3.47 13.74
Hierro®® 4.60 1.35 0.74 16.02
Oxigeno® 4.45 4.55 0.67 15.13
Boro® 4.12 6.22 0.72 17.39
Neodimio® 3.44 0.39 0.72 20.84
Sodio™ 0.99 0.70 0.09 8.83
Zinc® 0.17 0.04 0.04 25.02
Nitrégeno’ 0 0 0 10.00

2 NUmero atémico.

Tabla 14. Caracterizacion de los SWNTCs-Al1/ZnPc(3).

SWNTCs-Al/ZnPc(3)

v = 3600 (N-H estiramiento), 2919 (C-H estiramiento), 2513

(C-C sobretono),

2341 (C-C sobretono),

2182 (C-C

IR-VIS (KBr) sobretono), 1979 (C=C estiramiento), 1648 (N-H tension),
1547 (C-N estiramiento), 1108 (N-H torsion), 803 (C-C
flexion) cm™.

UV vis (EtOH) Amax/nm | 329, 353, 634, 671, 703.
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Tabla 15. Caracterizacion de los SWNTCs-Al/ZnPc(4).

SWNTCs-Al/ZnPc(4)

v = 3155 (N-H estiramiento), 2157 (C-C sobretono), 2038

(C-C sobretono), 1979 (C=C estiramiento), 1668 (N-H

IR-VIS (KBr)
tension), 1490 (C-N estiramiento), 1055 (N-H torsion), 895
(C-C flexion) cm™.
UV vis (EtOH) Amax/nm | 312, 558, 672, 710.

Tabla 16. Caracterizacion de los SWNTCs-Al/ZnPc(5).

SWNTCs-AL/ZnPc(5)

v = 3525 (N-H estiramiento), 3409 (N-H estiramiento), 2882

(C-H estiramiento), 2612 (C-C sobretono), 2522 (C-C

IR-VIS (KBr) sobretono), 2239 (C-C sobretono), 2014 (C-C sobretono),
1641 (N-H tension), 1454 (C-N estiramiento), 1132 (N-H
torsion), 875 (C-C flexion) cm™.

UV vis (EtOH) Amax/nm | 349, 364, 507, 669, 702.

Tabla 17. Caracterizacion de los SWNTCs-Al/ZnPc(5).

SWNTCs-A1/ZnPc(6)

IR-VIS (KBr)

v = 3010 (N-H estiramiento), 2166 (C-C sobretono), 2047
(C-C sobretono), 1997 (C=C estiramiento), 1712 (N-H

tensidn), 1327 (C-N estiramiento), 1090 (N-H torsion), 898
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(C-C flexion) cm™

UV vis (EtOH) Amax/nm | 347, 414, 535, 600, 672, 697, 748.

Tabla 18. Caracterizacion de los SWNTCs-p/ZnPc(1).

SWNTCs-p/ZnPc(1)

v = 3434 (O-H estiramiento), 2974 (C-H estiramiento), 2332
(C-C sobretono), 2180 (C-C sobretono), 1982 (C=C
IR-VIS (KBr)
estiramiento), 1641 (C=C vibracién), 1055 (C-N

estiramiento), 895 (C-C flexién) cm™

UV vis (EtOH) Amax/nm | 321, 359, 642, 671, 700.

4.1. Estudios de viabilidad celular

Se realizaron estudios de viabilidad celular en células de cancer de mama MDA-MB-231
empleando los sistemas de SWNTCs-p, SWNTCs-Al, SWNTCs-Al/ZnPc(5) y la ZnPc,
usando cuatro concentraciones distintas de 100, 10, 1 y 0.1 ug/mL y una sola concentracion
para la ZnPc. Las células fueron sembradas en una placa estéril de 96 pocillos, a una densidad
de 15,000 células/pocillo en 100 uL de medio y se incubaron durante 24 h en condiciones de
cultivo (se describen a continuacion).

Posteriormente, se afiadieron las muestras objetod de estudio dispersadas en una solucion
Buffer Fosfato Salino (por sus siglas en inglés, PBS) a las concentraciones deseadas (100 uL),
afiadiendo PBS libre de muestras a los pocillos de células control (100 uL). A las 48 h en

condiciones de cultivo, se procedid con la fijacion de las células a la placa con 10 pL de una

82



IV. Experimental

solucion de glutaraldehido al 11%, bajo agitacion durante 15 min a temperatura ambiente. Una
vez fijadas, se retird el medio de las células y estas fueron lavadas 2 veces con agua.

A continuacién, se procedié con la tincion de las células empleando 100 puL de una
solucion de cristal violeta al 0.1%. Esta solucion se preparé diluyendo 0.1 g de cristal violeta
en 100 mL de tampon compuesto por: acido fosforico (H3PO4) 200 mM, &cido férmico
(CH20,) 200 mM vy é&cido 2-(N-morfolino)-etanosulfénico (MES) 200 mM a pH=6. La placa
se mantuvo bajo agitacion a temperatura ambiente durante 15 min. Se retir6 el colorante, se
lavd 2 veces con agua y se procedio a su secado.

Posteriormente, se afiadieron 100 pL de acido acético al 10% y se mantuvo bajo agitacion
durante 15 min a temperatura ambiente, para que la coloracion fuese homogénea en todos los
pocillos. Finalmente, se realiz6 una lectura de absorbancia de las placas a una longitud de
onda de 595 nm (lector de placas BioRad, modelo iMark).

Todos los experimentos se realizaron por sextuplicado para cada muestra a cada
concentracion (seis pocillos por pelicula). La citocompatibilidad se determiné como el

porcentaje de viabilidad celular, empleando la siguiente formula:

Abs células expuestas (sos nm)

Citocompatibilidad (%) = 100 (D

Abs células control sos nm)

Adicionalmente, se tomaron micrografias de células tefiidas y sin tefiir empleando un
microscopio vertical Olympus CKX53 equipado con una camara digital EP50. Fue necesario
purificar los sistemas estudiados adecuadamente, a fin de eliminar impurezas o trazas de
reactivos que reaccionaron. Previo a su dispersion en PBS a las concentraciones deseadas, 10s

sistemas fueron predispersados en etanol empleando sonicacion.
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4.1.1. Condiciones de cultivo celular

Las células fueron cultivadas con medio de cultivo DMEM rico en glucosa con rojo fenol,
suplementado con 10% de suero bovino fetal (por sus siglas en inglés, FBS), 1% pen-strep,
1% aminoacidos no esenciales (NEAA) y 1% piruvato de sodio (C3H3NaOgz), en atmdsfera
himeda de 5% de CO,, a una temperatura de 37 °C. Los materiales fueron adquiridos de las
casas comerciales Sigma-Aldrich (DMEM, pen-strep, NEAA y piruvato de sodio) y

Biotecfron (FBS). Se emple6 agua Milli-Q estéril en todos los experimentos (Figura 37).

A)

Figura 37. Ensayo de citocompatibilidad. A) Placa de cultivo de células de cancer de mama

MDA-MB-231. B) Soluciones de 100 pg/mL de cada sistema.

4.1.2. Anélisis estadistico
Se llevaron a cabo analisis estadisticos de los resultados, empleando el método de analisis
de la varianza (ANOVA) de una via y los métodos post-hoc de Tukey y Bonferroni. Se

considero diferencia estadisticamente significativa a un valor de p < 0.05.
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4.2. Trabajo a futuro

Se pretende elaborar en un futuro una amplia biblioteca de nanomateriales acoplados a la
ZnPc a base de SWNTCs funcionalizados con grupos utilizando siete diferentes tipos de
diaminas con longitud de cadena variada (SWNTCs/AX), incluyendo la EDA (Tabla 19). De
igual manera se contempla llevar a cabo la sintesis de PCs a fin de realizar un comparativo

amplio sobre cual nanomaterial a base de carbono es més efectivo para tratar masas tumorales.

Tabla 19. Listado de nanomateriales funcionalizados con grupos amino

Nanotubos funcionalizados con grupos amino

Nanotubos de carbono de pared sencilla funcionalizados con
SWNTCs-Al

etilendiamina

Nanotubos de carbono de pared sencilla pristinos funcionalizados con
SWNTCs-A2

1,3-propanodiamina

Nanotubos de carbono de pared sencilla pristinos funcionalizados con
SWNTCs-A3

1,8-octanodiamina

Nanotubos de carbono de pared sencilla pristinos funcionalizados con
SWNTCs-A4

o-fenilendiamina

Nanotubos de carbono de pared sencilla pristinos funcionalizados con
SWNTCs-A5

m-fenilendiamina

Nanotubos de carbono de pared sencilla pristinos funcionalizados con
SWNTCs-A6

p-fenilendiamina

Nanotubos de carbono de pared sencilla pristinos funcionalizados con
SWNTCs-A7

N,N’-bis(3-aminopropil)-1,3-propanodiamina
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La metodologia a desarrollar se basa en lo ya realizado en este trabajo de tesis, sin
embargo, para diaminas sélidas se tiene contemplado tomar en cuenta las propiedades fisicas
de solubilidad y usar DMSO en la proporcion adecuada para afiadirla al resto de los reactivos.
Esto permitird un analisis sobre el efecto de la longitud de cadena del grupo amino usado en la

funcionalizacién al momento de que la ZnPc lleve a cabo su accion terapéutica.

HN">""NH,
Microondas
/\/\
15 min, 90 °C HN NH;
HN">""NH,

1,3-propanodiamina

Esquema 3. Representacion de la obtencién de los SWNTCs-A2.

Microondas

+ 15 min, 90 °C
NH,

HoN

1,8-diaminooctano

Esquema 4. Representacion esquematica de la obtencion de los SWNTCs-A3.

NH> Microondas
- X
| NH, 15 min, 90 °C
o-fenilendiamina NH ©:NH NH
NH, NH; ©:NH2

Esquema 5. Representacion esquematica de la obtencion de los SWNTCs-A4.

86



IV. Experimental

7 < NH,
HoN NH .
+ 2 \©/ 2 Microondas \©/

m-fenilendiamina 15 min, 90 °C

NH,

NH .
+ /O/ ?  Microondas
HoN

2 15 min, 90 °C

p-fenilendiamina

Microondas

15 min, 90 °C

N,N'-bis(3-aminopropil)-1,3-propanodiamina

Esquema 8. Representacion esquematica de la obtencion de los SWNTCs-A7.

Para la sintesis de los PCs, la metodologia planteada consiste en pesar 150 mg del sustrato
a utilizar, aforando hasta 100 mL con agua destilada y recubierto con papel aluminio, ya que el
precursos suele ser fotosensible. Posteriormente la solucion se sonica brevemente a fin que el
sustrato se homogenice. La reaccion prosigue por medio de microondas empleando distintos

valores de temperatura, iniciando desde los 100 hasta los 160 °C, con la finalidad de obtener
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condiciones ideales en un tiempo de reaccion de 3 min. La solucion resultante es filtrada y
centrifugada a 12,500 rpm durante 30 min, extrayendo el liquido resultante. Finalmente se
dializa durante 3 d. Posteriormente el acoplamiento de la ZnPc se realizaria de la misma
manera en la que se ha estado efectuando hasta el momento.

Otro aspecto interesante a efectuar es llevar a cabo la funcionalizacién con otros grupos

funcionales tal como carboxilos, tioles 0 dioles.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

El acoplamiento de la ZnPc sobre los SWNTCs funcionalizados con grupos amino y en
aquellos en estado pristino fue realizado a fin de crear nanomateriales potencialmente
fotoactivos, cuyas condiciones de reaccién fueron descritas en la Tabla 8, asi como la
nomenclatura correspondiente para cada uno de ellos. El proceso se realizd asistido por
microondas y a través de bafios ultrasonicos, ambos procesos a distintos valores de
temperatura y tiempo. En todo momento los productos y sobrenadantes resultantes de cada
reaccion fueron monitoreadas por técnicas espectroscopicas, evaluando que el procedimiento

se haya ejecutado adecuadamente.

5.1. Caracterizacion genral de los sistemas nanoestrcuturados
5.1.1. Espectroscopia por ultravioleta visible (UV/vis)

Una de las técnicas a la cual se recurrio para el analisis de los productos resultantes fue la
espectroscopia por UV/vis, para lo cual se tomé 1 mg del nanomaterial correspondiente
dispersado en 5 mL de EtOH, con ayuda de un bafio ultrasonico previo a cada estudio.
Asimismo, el sobrenadante de cada reaccion durante el proceso de sintesis y al término de las
mismas, fue sometido al mismo experimento, con la finalidad de identificar una disminucion
en la intensidad de las sefiales correspondientes a la ZnPc, lo cual es indicativo de que esta se
acopla al nanotubo correctamente. Se hace hincapié en el uso de centrifugacion en relacion a
las condiciones descritas anteriormente en la Tabla 7 para el seguimiento periddico del
solvente a lo largo de la sintesis, dado que al efectuar la extraccion del liquido, algunos NTCs

dispersos también eran extraidos.
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14 1 —— Ftalocianinazinc (ZnPc) ©
S
©
(<o}
— 1.2 4
> 3 o
< > 8
~ o S
c 109 3§ g
z >
c
@
2 08-
o
”
re
< 0.6
0.4
0.2 : | : | : | : | :
300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 38. Andlisis UV/vis de la ZnPc.

El espectro resultante para el compuesto de la ZnPc realizada por espectroscopia UV/vis
manifestd bandas tipicas del tipo de Ps utilizado, destacando una banda de absorcion Q intensa
a 667 nm correspondiente a una transicién energética aul(n)—>eg(n*), banda B o Soret
comprendida entre los 300 y 400 nm derivada de la transicion auz(n)—>eg(n*), una banda
vibrdnica o tono vibracional de la banda Q alrededor de los 650 nm generada por los niveles
de vibracion maés altos del estado electronico. Otro aspecto destacable fue la presencia de un

valle alrededor de 530 nm, tipico de las MPc descritas en la literatura.?
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La ZnPc posee un grupo puntual D4y, en donde las transiciones al nivel egson degeneradas
simétricamente a dicho grupo, de tal forma que la banda Q es producida por dos transiciones
polarizadas y perpendiculares al plano. La asignacion de estas sefialas se dié en base a lo
descrito por la teoria de Orbitales Moleculares, en donde el nivel HOMO correspondid a
layi(n), el LUMO a 1eg(n*) y el nivel 1by(n) fue asignado al nivel superior mas por encima
del LUMO (Figura 39). Ambas bandas de absorcion involucran un estado excitado con una

diferencia de energia.

T2 by, T
/N )

le, ™

N E e T P _——]—-——— dz2 (alg)

) AP ISR P memem- d(eygy)

la;,, ™

la,, T

b,, ™

Figura 39. Transiciones electronicas tipicas de las MPc.

La Figura 40 muestra el analisis por espectroscopia UV/vis efectuado a todos los
materiales resultantes del proceso de sintesis, al igual que los NTCs pristinos y
funcionalizados con los grupos amino, llevando a cabo un comparativo entre ellos, verificando

la adsorcion de la ZnPc exitosamente. Los resultados destacaron la presencia de un valle
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comprendido entre los 400 - 600 nm en cada nanomaterial, lo cual indicé la presencia del Pc.
Por otra parte, el analisis efectuado para los SWNTCs-p y los SWNTCs-Al no se encontraron

bandas relevantes.

5.0
— ZnPc
4.5 —— SWNTCs-p
' —— SWNTCs-Al
—— SWNTCs-A1/ZnPc(1)

4.0 SWNTCs-A1/ZnPc(2)

. 1 —— SWNTCs-A1/ZnPc(3) ©
: | —— SWNTCs-A1/ZnPc(4) )

> 35 —— SWNTCS-AUZnPc(s)| | &
S 1 —— SWNTCs-Al/ZnPc(6)] 1~ &
s 3.0- —— SWNTCs-p/ZnPc(1) @~
r— N
= ' 2 /\

2.5 ©
g 257 A
O 2.0-
)
Q -
< 154

1.0 -

0.5

1 y T ' T ' T ' T '
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Figura 40. Analisis UV/vis de todos los sistemas nanoestructurados.

Uno de los detalles mas destacables de este estudio espectroscopico, fue el
desplazamiento batocrémico de la banda Q hacia un valor de A cercano a los 700 nm,
absorbiendo en la region del NIR, lo cual se atribuyd a la presencia de bandas secundarias

resultantes de una transicion dada desde un nivel vibracional inferior al estado fundamental, al
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estado mas bajo del estado excitado. Sin embargo, este fendmeno también pudo darse por la
influencia del Zn, el cual se esta coordinando con la nanoestructura, y en conjunto interacciona

con la superficie de los NTC, dando lugar a un analisis estructural.

® carbon Hidrégeno ® Nitrégeno ® zinc

Figura 41. Analisis estructural tridimensional de los sistemas SWNTCs-p/ZnPc.

Para los productos comprendidos por los SWNTCs-p y la ZnPc se efectio un analisis
estructural tridimensional descrito en la Figura 41, el cual fue modelado por ChemDraw3D®,
en donde se asumio que el Ps se encuentra intereaccionando con la superficie del nanotubo por

via de interacciones n debido a la nula presencia de grupos funcionales dispersados

93



V. Resultados y Discusién

logitudinalmente sobre el nanomaterial, siendo por su parte el acomodo en la cual los atomos
encontrarian una mayor estabilidad. El traslape de los orbitales electrénicos incrementaria la
densidad electronica entre los atomos de nitrogeno coordinantes de las ZnPc, ya que esta se
acumularia entre el Ps y los SWNTCs-p, lo cual se traduce en un incremento en la energia de
los orbitales ey del metal que interactGan fuertemente con los orbitales eq de la Pc.

En el caso de los productos obtenidos utilizando los SWNTCs-Al, el efecto batocromico
de la banda Q fue mucho mas notorio para los SWNTCs-A1/ZnPc(5), al igual de percibir un
incremento hipercromico, atribuido a una mayor cantidad de ZnPc interaccionando con el
nanomaterial. De forma similar al estudio estructural anterior, en la Figura 42 se modeld
tridimensionalmente la interacciébn méas probable entre los grupos aminos resultantes de la
funcionalizacion con EDA y la ZnPc. ElI metal dispuesto en la cavidad de la estructura le
confiere la capacidad de incrementar su solubilidad en distintos medios, sumado a lo anterior,
la amina primaria resultante de la funcionalizacion SWNTCs-NH-CH,-CH,-NH, queda en
una posicion terminal, siendo probable que el zinc del Ps interacciona fuertemente de manera
covalente, obteniendo un efecto sinérgico. La formacion de estos ligandos da lugar a
transferencias de carga metal-ligando (LMCT) y ligando-metal (MLCT), siendo esta Gltima
mas débil, y puede aparecer superpuesta a la banda Q.

La diferencia en la intensidad y desplazamiento de las bandas tipicas de la ZnPc entre los
diferentes  sistemas nanoestructurados de SWNTCs-Al/ZnPc  obtenidos radicd
primordialmente en el tiempo en que la reaccion se mantuvo dentro del bafio ultrasonico,
puesto que a un mayor tiempo, los reactivos se homogenizaron mas que el resto de las sintesis,
dando como resultado un mejor acoplamiento. Esto a consecuencia de que ambos reactivos

carecen de grupos funcionales polares. Una idea planteada con el fin de obtener un mayor
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acoplamiento es mediante la posible funcionalizacién de la ZnPc, de tal forma que los

nanotubos también sean funcionalizados y puedan unirse mediante un enlace covalente.

® Carbén Hidrogeno ® Nitrogeno ® zinc

Figura 42. Analisis estructural tridimensional de los sistemas SWNTCs-Al/ZnPc.

Adicionalmente, se realiz6 el monitoreo de liquido sobrenadante de la reaccion
correspondiente a los SWNTCs-Al/ZnPc(5) (Figura 43), observando una notable disminucion
en la intensidad de las bandas correspondientes a la ZnPc, siendo mucho mas perceptible a

partir del noveno dia, lo cual fue muy probable que se debiese a un equilibrio dado en el
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medio. Una vez terminada la reaccion, se observo una banda ancha que indico la presencia de
un poco de Pc disuelto en el EtOH. Dicho estudio indicé que la sustancia Ps se elimind casi en
su totalidad del medio, incoorporandose al nanotubo.

2.4

Sobrenadante SWNTCs-A1/ZnPc(5)

Condiciones 3 minc/ 30 s @ 40°C
—Dial
— Dia 3
——Dia5b
— Dia 7
— Dia 9
Dia 11
— Dia 13
Dia 15

<
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(o0}
©
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<
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667.43393

Absorbancia (a. u.)

703.92157

300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 43. Monitoreo y medicion UV/vis entre 300 — 800 nm de los sobrenadantes de la

reaccion para el sistema SWNTCs-A1/ZnPc(5).

Los sobrenadantes del resto de los sistemas bajo las condiciones de 3 min ¢/30 s durante 7
d en el bafio ultrasonico al término de la reaccién, fueron analizados por espectroscopia
UV/vis (Figura 44), en los cuales, al igual que con el SWNTCs-A1/ZnPc(5), hubo una clara

reduccion en las bandas de absorcion. De todos estos productos, los SWNTCs-p/ZnPc(1),
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SWNTCs-Al/ZnPc(4) y los SWNTCs-Al/ZnPc(3) en dicho orden manifestaron ser aquellos

con una mayor cantidad de Pc adsorbido.

1.8
— ZnPc Puro
Condiciones 3 minc/ 30 s
1.5 4 |—— SWNTCs-Al/ZnPc(1)
—— SWNTCs-Al1/ZnPc(2)
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Figura 44. Andlisis UV/vis de los sobrenadantes de SWNTCs-Al/ZnPc y de SWNTCs-

p/ZnPc.

Otra modificacion destacable fue el tiempo en el cual la mezcla de reaccion fue sometida
en el equipo de microondas, modificando a 4 min de forma pausada cada 30 s, ya que bajo
estas nuevas condiciones y tras haberse sonicado por tres dias, se manifestd una reduccion en

las sefiales de la ZnPc. Lo desscrito amteriomente fue evidente tras efectuar una comparacion
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directa con el espectro de UV/vis de la ZnPc (Figura 45), esto probablemente quizas en
respuesta a un equilibrio dado en el solvente durante el analisis, ya que algo similar sucedi6 en
los SWNTCs-Al/ZnPc(5) entre el noveno y onceavo dia, en donde se presentd una

disminucion e incremento de la absorbancia (Figura 46).

1.6 5
Sobrenadantes (4 min ¢/30 s @ 40 °C)

— ZNnPc

147 —— SWNTCs-AL/ZnPc(6) - Dia 3

1.2

1.0 -

0.8

0.6

Absorbancia (a. u.)

0.4 -

0.2 -

0.0 : | : | : | : | :
300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 45. Analisis comparativo por UV/vis entre el espectro de la ZnPc y los SWNTCs-

Al/ZnPc(6).
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0.4 \/
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Figura 46. Andlisis comparativo comprendido entre 300 — 400 nm de los sobrenadantes por

UV/vis SWNTCs-Al/ZnPc(5) al dia 9 y los SWNTCs-Al/ZnPc al dia 3.

5.1.2. Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Para el estudio espectroscopico FTIR realizado a los NTCs se tuvieron que moler con KBr
hasta formar una pasta lo mas homogéneamente posible, esto para que las sefiales pudieran
definirse. Por otro lado, el sobrenadante extraido una vez finalizada la reaccion de cada uno de

los sistemas obtenidos fue recolectado y analizado.
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En todos los espectros resultantes de los sobrenadantes se observaron sefiales tipicas del
EtOH descritas por diversos autores,®® lo cual confirmé la nula presencia de ZnPc o la

cantidad de este mismo fue despreciable, indicando una buena absorcion.
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Figura 47. Andlisis por espectroscopia IR del sobrenadante del sistema SWNTCs-

Al/ZnPc(5).

El espectro de la Figura 47 correspondiente al EtOH destacé la presencia de una banda
ancha cercana a los 3300 cm™ perteneciente a una vibracién de estiramiento de grupo

hidroxilo (—OH), sefiales de vibracion de estiramiento correspondiente al enlace C-H de los
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metilos (-CHs) cercana a los 3000 cm™ y metilenos (-CH,) a 2900 cm?,
correspondientemente. Otras sefiales destacables son las de vibracion de flexion de tijera y
flexion de balanceo localizadas a valores entre los 1400 y 1380 cm™, respectivamente. Por
encima de los 1200 cm™ una banda de vibracién de flexion del enlace O-H y en 1043 cm™ una
sefial de vibracion de estiramiento de la interaccién C-O tipica de alcoholes primarios. Estas

sefiales fueron repetitivas para el resto de los espectros obtenidos de los sobrenadantes.
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Figura 48. Analisis por espectroscopia IR de los SWNTCs-p.
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Figura 49. Analisis por espectroscopia IR de los SWNTCs-Al.

La caracterizacion FTIR de los nanotubos pristinos observada en la Figura 48 destaco por
manifestar sobretonos del enlace C-C a 2343, 2148 y 2020 cm™, ademas de indicar la
presencia de sefiales de vibracién de estiramiento C=C entre 1670 a 1540 cm™. Por su parte,
los SWNTCs-Al (Figura 49) destacaron sefiales de vibracion de estiramiento N-H a 3738 y
3653 cm™, al igual que sefiales de vibracion de estiramiento del enlace C-N a 1040 cm™ vy del

enlace C-H a 2959 cm™; sefiales de vibracion de tension del enlace N-H a 1691 y 750 cm™.
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La ZnPc manifestd diversas sefales de vibracion de estiramiento del enlace C=C a 1597
cm, del enlace C-N a 1327, 1283 y 1058 cm™, vibracion de flexién del enlace C-H, C=C-H,

C-Cy C-N a 1487, 1407, 883, 1164 y 1114 cm™, respectivamente (Figura 50).
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Figura 50. Analisis por espectroscopia IR de la ZnPc.

En todos los espectros correspondientes a los compuestos solidos estudiados de los
sistemas SWNTCs-Al/ZnPc, se observaron sefiales de mediana intensidad de vibracion de
estiramiento entre el enlace N-H a 3525 y 3409 cm™, por la presencia de los grupos

funcionales de la EDA en los NTCs. También fue posible apreciar sefiales de estiramiento de
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los enlaces C-H. La sefial a 1132 cm™ correspondiente a la vibracién de flexion del enlace C-
C, sin embargo el desplazamiento de esta sefial indicaria que estaria interaccionando
adecuadamente con los grupos amino. Otra sefiale importante se dié a 1641 cm™, atribuida a
una vibracién de tensién del enlace N-H de la amina, a 1454 cm™ a una vibracién de

estiramiento C-N (Figura 51).
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Figura 51. Analisis por espectroscopia IR del sistema SWNTCs-Al1/ZnPc(5).

Los SWNTCs-p/ZnPc(1) por su parte mostraron una banda ancha de vibracion de
estiramiento O-H a 3434 cm™, la cual se atribuy6 a la humedad adsorbida por los nanotubos.

Tambien se observaron sefiales de vibracién de estiramiento a 2974, 1055 y 1982 cm™
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asiganadas al enlace C-H, C-N y C=C, asi como sobretonos en la region comprendida entre

2340 y 2180 cm™. Tambien se observé una vibracion de flexién del enlace C-C a 895 cm™

(Figura 52).
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Figura 52. Analisis por espectroscopia IR del sistema SWNTCs-p/ZnPc(1).

5.2. Caracterizacion por microscopia FESEM

En primera instancia, a fin de corroborar un adecuado acoplamiento entre el material

fotosensibilizador y las nanoestructuras, se efectto un estudio utilizado un microscopio

Electrénico de Barrido de Emision de Campo FESEM, JEOL Mod. JSM-7800 Prime,
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acoplado con un sistema de analisis elemental EDX. Los nanotubos funcionalizados con EDA
fueron analizados encontrando en ellos pequefios puntos oscuros a lo largo de la longitud del
los NTCs, los cuales fueron asignados a los grupos amino tras el proceso de funcionalizacion

(Figura 53).
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Figura 53. Analisis por microscopia FESEM de los SWNTCs-Al con magnificacion de A)

40x y B) 110x.

Por otra parte en los SWNTCs-A1/ZnPc(1) (Figura 54A) se observé la formacion de
cristales de tamario considerable de ZnPc rondando entre 1 y 5 pum dispersos entre los NTCs,
esto se atribuyd a que la Pc no se disolvié por completo debido a la alta cantidad empleada.
Por otra parte los sistemas de SWNTCs-A1/ZnPc(2) (Figura 54B) modificando Gnicamente la
sintesis por microondas monomodal a 40 °C, se observo una mejor dispersién de la ZnPc con
el nanomaterial, lo cual denot6 la importancia del valor de la temperatura al momento de la
obtencion de sistema mencionado. Por otra parte, el analisis elemental obtenido por EDX para
ambos nanomateriales se observan elementos altamente significativos como el zinc, nitrgeno

y carbono, indicativo de la ZnPc presente en los nanotubos. La presencia de otros elementos
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como el sodio probablemente se deba al NaNO, empleado en el proceso de funcionalizacién

de nanotubo con la EDA (Figura 55, Figura 56).
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Figura 54. Analisis por microscopia FESEM para los sistemas A) SWNTCs-Al/ZnPc(1) y B)

SWNTCs-Al/ZnPc(2).
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Figura 55. Analisis elemental obtenido por EDS para el sistema SWNTCs-Al/ZnPc(1).
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Figura 56. Analisis elemental obtenido por EDS para el sistema SWNTCs-Al/ZnPc(2).

El sistema SWNTCs-A1/ZnPc(5) manifesto tener una muy buena dispersion a causa del
tiempo de sonicado, lo cual generd una excelente interaccion entre el nanomaterial y el Pc
(Figura 57B). El sistema SWNTCs-A1/ZnPc(4) mostrd estar bien recubierto, a pesar de ello
se observaron pequefios cristales que se pudieron haber formado durante la sintesis o por
impurezas no eliminadas, ya que las muestras fueron estudiadas por microscopia sin un lavado
previo al andlisis (Figura 57C). Las micrografias de los SWNTCs-p/ZnPc(1) denoté un
complejo mucho mas limpio que los vistos con anterioridad, atribuido a una mejor interaccién
con la ZnPc (Figura 58), ya que aquellos materiales en los cuales se uso una cantidad mayor a

5 mg de Pc, saturandose por completo.
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Figura 57. Analisis por microscopia FESEM del sistema SWNTCs-Al/ZnPc(5) con

magnificacion de A) 7x y B) 40x; C) y el sistema SWNTCs-Al/ZnPc(4) (33x).
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Figura 58. Andlisis por microscopia FESEM del sistema SWNTCs-p/ZnPc(1) con

magnificacion de A) 33x y B) 190x.
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A partir de las observaciones en las micrografias, se consideré llevar a cabo la
purificacion de ambos nanomateriales, disolviendo el sistema correspondiente en EtOH en
repetidas ocasiones, extrayendo el solido de interés por centrifugacion bajo las condiciones de
10,200 rpm durante un periodo de tiempo de 2 min y dejando secar a temperatura ambiente.
De igual manera se procedié a disminuir la cantidad de material fotosensibilizador usado en
los acoplamientos posteriores, utilizando 5 mg de ZnPc. Cabe resaltar que el resto de las

proporciones se mantuvieron sin cambio.

5.3. Anadlisis de citocompatibilidad

Los resultados a través del ensayo de viabilidad celular en células de cancer de mama
MDA-MB-231 para nanomateriales fueron plasmados en un gréfico estadistico (Figura 59),
en donde la prueba ANOVA indicé que existe una diferencia significativa (p < 0.05) en la
citocompatibilidad de las muestras dependiente de la concentracion estudiada. Todos los
sistemas, independientemente de su naturaleza presentaron niveles muy destacados de
citocompatibilidad (> 80%) a concentraciones < 10 pg/mL Lo anterior fue un gran indicio de
que estos materiales por si mismos a dichas concentraciones no afectan la estructura celular,
sin embargo aun se sigue trabajando en la blsqueda de un porcentaje mayor en
citocompatibilidad, a través de modificaciones en temperatura o tiempo de reaccion.

Sin embargo, un detalle tomado a consideracion fue la baja solubilidad de los nanotubos
al momento de llevar a cabo este procedimiento experimental, los cuales fueron dispersados en
EtOH 4 h previo a que fueran depositados en los pozos de la placa celular, ya que para evitar

este proceso es necesario llevar a cabo una modificacion estructural de la ZnPc con grupos
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funcionales hidrofilicos. Esto ademas de facilitar la parte experimental de este estudio, podria
mejorar la internalizacion en ambientes biologicos sin complicacion alguna.
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Figura 59. Citocompatibilidad de los sistemas SWNTCs-p, SWNTCs-Al, SWNTCs-
Al/ZnPc(5) y ZnPc a valores de concentracion de 100, 10, 1 y 0.1 ug/mL a 48
h después del tratamiento. Los corchetes relacionan muestras que presentaron

una diferencia estadisticamente significativa entre si (p < 0.05).
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Figura 60. Micrografias de células MDA-MB-231 usadas como control tras 48 h. A) Células
sin tincion y C) tefiidas con cristal violeta (magnificacion 4x). B) Células sin

tincion y D) tefiidas con cristal violeta (magnificacion 20x).

En las Figuras 60 y 67 se presentan las micrografias opticas de células tefiidas y sin tefiir
expuestas a las disitintas muestras objeto de estudio y PBS (control). En general, se observé
que para la concentracion mas alta (100 pg/mL), todas las células exhibieron la presencia de
aglomerados, mismos que no fueron observables en las micrografias de las células usadas
como control (Figura 60). Por otro lado, las células de control se mantuvieron intactas durante

su proliferacion tras 48 h.
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Figura 61. Micrografias de células MDA-MB-231 después de ser tratadas 48 h con ZnPc (100
pug/mL). A) Células sin tincion y C) tefiidas con cristal violeta (magnificacion 4x).

B) Células sin tincion y D) tefiidas con cristal violeta (magnificacion 20x)

El estudio celular efectuado utilizando ZnPc a 100 pg/mL trajo como consecuencia una
reduccion en el porcentaje de la citocompatibilidad, lo cual fue notorio al observar células
dafiadas, no unidas y deformadas (Figura 61). Por otra parte, las micrografias en las cuales
fueron empleados 100 ug/mL de los nanomateriales se observé una mayor cantidad de células
con una morfologia deteriorada y poca cohesion entre ellas. Conforme se redujo la
concentracion se visualizé una mayor cantidad de células estables para cada material, esto
también se pudo corroborar a partir de las imagenes tefiidas, en donde se apreciaron mas

detalladamente la morfologia celular.
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Las micrografias obtenidas de los SWNTCs-p/ZnPc(1) (Figura 62) a valores de
concentracion de 100 y 10 pug/mL se observaron células amorfas, poco unidas entre si y
aglomerados oscuros atribuidos al nanomaterial. Un cambio notorio fue percibido tras
disminuir la concentracion, visualizando una mayor citocompatibilidad. Esto mismo fue
perceptible para las micrografias en las cuales se uso tincion con crital violeta (Figura 63), ya
que el dafio en la membrana celular fue mucho mas notorio con esta técnica al mayor valor de
concentracion.

En el caso de los SWNTCs-Al (Figura 64) para el valor maximo de concentracién en
relacién a los NTCs pristinos acoplados a la ZnPc, se observé una mayor cantidad de células,
lo cual fue posible corroborar por el estudio estadistico. También se vié una mayor cantidad
aglomerados, los cuales fuero perceptibles en la Figura 65. Problablemente esto se haya
debido a la presencia de los grupos amino derivados de la funcionalizacion.

Por ultimo, en las Figuras 66 y 67, en las cuales se visualiz6 la citocompatibilidad del
sistema SWNTCs-A1/ZnPc(5), se observa un mayor porcentaje de células vivas a una
cocnentracion de 1.0 pg/mL, lo cual se corrobor6 en las imagenes obtenidas con tincion. A
pesar de existir una notoria disminucion en las células, estas no se encontraron tan deformadas
en comparacion al resto de los estudios. En este caso no fue posible apreciar aglomerados,

solo se visualizaron manchas oscuras.
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Figura 62. Micrografias de células MDA-MB-231 sin tincion tras 48 h con SWNTCs-
p/ZnPc(1) a A) 100, B) 10, C) 1.0, D) 0.1 pug/mL con magnificacion de 4x, y E)

100, F) 10, G) 1.0, H) 0.1 ug/mL con magnificacion de 20x.
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Figura 63. Micrografias de celulas MDA-MB-231 tefiidas con cristal violeta tras 48 h con
SWNTCs-p/ZnPc(1) a A) 100, B) 10, C) 1.0, D) 0.1 pg/mL con magnificacion de

4x,y E) 100, F) 10, G) 1.0, H) 0.1 pg/mL con magnificacion de 20x.
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Figura 64. Micrografias de células MDA-MB-231 sin tincion tras 48 h con SWNTCs-Al a A)
100, B) 10, C) 1.0, D) 0.1 ug/mL con magnificacion de 4x, y E) 100, F) 10, G)

1.0, H) 0.1 ug/mL con magnificacion de 20x.
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Figura 65. Micrografias de celulas MDA-MB-231 tefiidas con cristal violeta tras 48 h con
SWNTCs-Al a A) 100, B) 10, C) 1.0, D) 0.1 pg/mL con magnificacion de 4x, y

E) 100, F) 10, G) 1.0, H) 0.1 pg/mL y con magnificacion de 20x.
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Figura 66. Micrografias de células MDA-MB-231 sin tincion tras 48 h con SWNTCs-
Al/ZnPc(5) a A) 100, B) 10, C) 1.0, D) 0.1 ug/mL con magnificacion de 4x, y

E) 100, F) 10, G) 1.0, H) 0.1 pg/mL con magnificacién de 20x.
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Figura 67. Micrografias de células MDA-MB-231 tefiidas con cristal violeta tras 48 h con
SWNTCs-Al/ZnPc(5) a A) 100, B) 10, C) 1.0, D) 0.1 pug/mL con magnificacién

4x, y E) 100, F) 10, G) 1.0, H) 0.1 pg/mL con magnificacion de 20x.
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VI. CONCLUSIONES

El andlisis por microscopia FESEM indico la presencia de la ZnPc en cada nanomaterial
analizado, denotando el sistema SWNTCs-Al1/ZnPc(5) manifestd una mejor distribucién
del Ps.

Factores como el tiempo de reaccion y temperatura durante el proceso de sintesis por
microondas, y el tiempo de sonicado para la obtencion de las nanoestructuras, influyeron
notablemente en las caracteristicas de los nanotubos, sobre todo en la capacidad de
adsorcion.

Los sistemas nanoestructurados obtenidos presentaron la formacion de una nueva banda
de absorcién hacia una longitud de onda cercana a los 700 nm, lo cual indicé un efecto
sinérgico entre los SWNTCs funcionalizados y la ZnPc.

El nanomaterial SWNTCs-Al/ZnPc(5) demostrd  excelentes  resultados de
citocompatibilidad en células de cancer de mama MDA-MB-23 con un porcentaje de
superveniencia cercano al 95%.

Los estudios por espectroscopia IR sobre los nanotubos funcionalizados denotaron la
presencia de sefiales de vibracion de estiramiento del grupo —NH,, revelando una
adecuada funcionalizacion.

El monitoreo por espectroscopia IR y UV/vis realizado a los sobrenadantes durante el
proceso de sonicado denotd una disminucion en las sefiales tipicas de la ZnPc, con lo cual
se indicd que el compuesto fotosensible se acoplé al nanotubo exitosamente.

Los espectros por espectroscopia IR manifestaron en cada nanomaterial la presencia de

sefiales tipicas de la ZnPc. Por otra parte, el analisis del sobrenadante dié como resultado

121



V1. Conclusiones

el espectro del EtOH, esto revela que el bafio ultrasénico no modifica estructuralmente los
productos obtenidos.

Se determind el uso del bafio ultrasénico como una técnica eficiente para el acoplamiento
entre la ZnPc y los SWNTCs, cuya técnica facilitd su dispersion en el medio de reaccion.
Se asumié que la manera en la cual interactdan los nanotubos con la ZnPc es mediante
interacciones del tipo mm, en base a lo observado por microscopia FESEM para el
acoplamiento dado por los SWNTCs-p y la sustancia fotosensibilizadora.

Se asumidé que el zinc interactia con los grupos amino de los SWNTCs-Al, y se
considerd la posibilidad de modificar estructuralmente la ZnPc para facilitar la interaccion
entre los NTCs.

La microscopia FESEM denot6 la presencia de la ZnPc en forma de puntos negros
distribuidos longitudinalmente sobre los NTCs y se corrobor6 mediante el analisis
elemental EDX con la presencia del zinc.

En los materiales en los cuales se emplearon 10 mg de la ZnPc resultaron poco eficientes
en base a lo observado por espectroscopia UV/vis y microscopia FESEM, en este Gltimo
visualizaron cristales de gran tamafio a consecuencia de una mala distribucion del Ps.

Los estudios biolégicos realizados demostraron que los nanomateriales tienen una
citocompatibilidad dependiente de la concentracion e independiente de su naturaleza. A
concentraciones < 10 ug/mL todos los sistemas presentaron niveles destacados de

citocompatibilidad, superiores al 80%.
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VIII. ANEXOS

8.1. Caracterizacion espectroscépica por UV/vis.

4.4 -

'—— SWNTCs-p

4.0

3.6

3.2 1

2.8

Absorbancia (a. u.)

2.4 1

2.0 T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 68. Analisis UV/vis de los SWNTCs-p.
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Figura 69. Andlisis UV/vis de los SWNTCs-Al.
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Figura 70. Analisis UV/vis normalizado respecto a la ZnPc de todos los sistemas

nanoestructurados.
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8.2. Caracterizacion espectroscopica por IR.
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Figura 71. Anélisis por espectroscopia IR del sobrenadante del sistema SWNTCs-
Al/ZnPc(3).
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Figura 72. Anélisis por espectroscopia IR del sobrenadante del sistema SWNTCs-

Al1/ZnPc(6).

135



Transmitancia (a. u.)

98

SWNTCs-Al/ZnPc(1)
96 -
94 - S
® ©
oI o
g8 5
N n ©
92 - N o 3 Q3
N O o N8
< N < N~
N o > =
S @
—
90 - O o~
O ©
© F M
0 ~ O
© ~ o
88 - — 33
I o
3 —
~ —
86 - N
Lo
N~
3
84 ™

! | ! | ! | ! | ! | ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™)

Figura 73. Analisis por espectroscopia IR del sistema SWNTCs-Al/ZnPc(1).
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Figura 74. Analisis por espectroscopia IR del sistema SWNTCs-A1/ZnPc(2).
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Figura 75. Analisis por espectroscopia IR del sistema SWNTCs-Al1/ZnPc(3).
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Figura 76. Analisis por espectroscopia IR del sistema SWNTCs-Al/ZnPc(4).
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Figura 77. Analisis por espectroscopia IR del sistema SWNTCs-A1/ZnPc(6).
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