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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se sintetizaron liposomas por medio de la técnica de pelicula
fina, haciendo modificaciones para lograr la encapsulacion de nanoparticulas de oro (NPs de Au) y el
fotosensibilizador verde de indocianina (ICG). Este material se caracteriz6 y se evalu6 para
determinar su capacidad como transportador y sus propiedades fotodinamicas al implementar la
terapia fotodindmica (TFD). La caracterizacién empleando la espectroscopia UV-Vis determiné el
porcentaje de encapsulamiento del ICG en los liposomas integrando NPs de Au y sin su incorporacion,
encontrando que, se encapsuldé 75% del ICG total en ambos casos. Por otro lado, por medio de
microscopia electrénica de transmisién (TEM) se determind la morfologia de los liposomas,

corroborando su correcta sintesis, al igual que la determinacién de la encapsulacién de las NPs de Au.

Las propiedades fotodinamicas de este material se evaluaron en el protozoario ciliado: Paramecium.
Comparando con variantes de estos materiales, se evalué la accién fotodindmica al integrarse los
materiales en el Paramecium e irradiar con laser de 808 nm a 500 mW en un area de 0.1 mm?, se
determiné este efecto al observar la motilidad del protozoario en un microscopio éptico en diferentes
periodos de tiempo de irradiacién. Con base en lo anterior se observé que, la muestra de Paramecium
que presentaba los liposomas cargados con ICG y NPs de Au, presenté un efecto de nocivo para la
poblaciéon de Paramecium después de 40 minutos de irradiacion laser. Para las otras alternativas
estudiadas, el efecto nocivo hacia el protozoario fue menor en el mismo tiempo a pesar de usar las

mismas condiciones de irradiacion.
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I INTRODUCCION

En general, la terapia fotodinamica (TFD) es un tratamiento médico el cual comienza con la
administraciéon de un agente fotosensibilizador (FS). Este agente suele acumularse en un 6rgano o
células objetivo para que después se realice la activacion del FS mediante luz laser de longitudes de
onda especificas y determinadas por la estructura del material usado como FS.1 Por ejemplo, existen
FSs que son activados por luz de 630 nm o bien en el espectro infrarrojo cercano (NIR).2 La idea
basica detras de la TFD es la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) una vez que el agente
FS interacciona con luz laser (efecto fotodinamico), esto a diferencia de la terapia fototérmica, la cual
usa la exitacion con el laser para generar alta temperatura en el FS destruyendo a la célula por efecto
térmico. Cuando este efecto ocurre en un érgano o células las cuales presentan el agente FS, el estrés
oxidativo que se desencadena puede causar la muerte de estas células.! El proceso de este

tratamiento se ilustra de manera general en la Figura 1.

2\ = 9 e
J" 1 ———p . M) —p 5’ e
: 3 = @

Células objetivo Aplicacion del Fotosensibilizador Irradiacion laser Muerte celular

Figura 1. Esquema general del proceso de la TFD.

Desde 1995, la TFD estd aprobada por la Federal Food and Drug Administration (FDA) para el
tratamiento paliativo de canceres obstructivos del es6fago, y desde 1998 en el tratamiento exclusivo
de lesiones bronquiales en etapas iniciales.3 Los resultados de los estudios preclinicos y clinicos
realizados en todo el mundo durante un periodo de 25 afios han demostrado que la TFD es un método

de tratamiento eficaz para varios tipos de cancer.!

Un ejemplo de estos estudios estd demostrado en el trabajo realizado por Hopper et al. y Hur et al.
En ellos, se comparo el tratamiento del cancer de cabeza y cuello, respectivamente, empleando TFD,
con la intervenciéon quirdrgica o la quimioterapia. Los resultados demostraron que la TFD
proporciona una evolucion positiva para el paciente, reduciendo significativamente el tumor sin
causar efectos secundarios, esto supone una opciéon de tratamiento menos costosa y eficaz en

comparacion con otras opciones terapéuticas.45
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Por otro lado la TFD también se ha implementado en la erradicacion de bacterias, esto se analiza en
el trabajo de Balhaddad et al. dénde se menciona que, “la TFD antimicrobiana ofrece la ventaja de una
reduccion bacteriana inmediata tanto de bacterias gram-positivas como gram-negativas,
especificamente en el tratamiento de la placa bacteriana”, en el mismo trabajo se compararon las
recientes investigaciones de la integracion de nanoparticulas al FS para aumentar las propiedades de
biocompatibilidad y las ventajas que esto tenia. Concluyendo que, “existe un alcance prometedor para
emplear nanoparticulas en la TFD para tratar biopeliculas orales patégenas las cuales no se han podido

erradicar en su totalidad” .6

Una de las grandes ventajas de emplear la TFD es que, los FSs utilizados son minimamente
perjudiciales en ausencia de luz, por lo que su acumulacién en zonas no especificas o no irradiadas
no suele presentar una toxicidad sistémica.” Otro beneficio, se obtiene cuando se usan longitudes de
onda NIR, porque la activacion del FS puede darse a una mayor profundidad en los tejidos en
comparacion con la implementacién de la luz visible, de igual manera se sabe que, al emplear estas
longitudes de onda en los tejidos no provocan un dafio significativo en los tejidos.8 A pesar de todo
esto, actualmente se utilizan pocos FS que esten aprobados por las agencias reguladoras para este
tipo de terapia y los que se emplean se activan con luz a longitudes de onda de 630 nm, perdiendo asi

sus ventajas de penetracion y cuidado del tejido.®

Como cualquier otra terapia en investigacidn, se ha vuelto necesario el uso de animales de laboratorio
para la experimentacidn in vivo, esto para determinar la eficacia de los procedimientos terapéuticos
y de ahi partir al estudio en el ser vivo deseado.l9 En la actualidad, las alternativas a la
experimentacién animal se utilizan con mayor frecuencia debido a consideraciones éticas, la
necesidad de personal especializado, los elevados costos de produccién y mantenimiento o los

requisitos de los protocolos experimentales.10

El Paramecium es un organismo unicelular el cual ha evolucionado a lo largo del tiempo hasta
convertirse en el organismo modelo de referencia para una amplia gama de estudios. Debido a su
manipulabilidad y facilidad de uso en investigacion, Denis Lyn ha apodado al Paramecium el "rat6n

blanco" de los Ciliophora.1112

Teniendo en cuenta lo anterior, el presente proyecto propone el uso de TFD en combinacién con
nanoparticulas metalicas para incrementar los efectos del agente FS al incrementar la temperatura
intracelular y aumentar la interaccion de la luz laser con el FS. Mas atn, se propone usar liposomas

como plataforma que permita el transporte tanto de las nanoparticulas metalicas como del FS por
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medio de la encapuslacién y fomentar la internalizacién en su respectiva aplicacién. La seleccién del
agente FS se basa tanto en la disponibilidad comercial, la aprobacién de la FDA y su activacién por
medio de longitudes de onda en el NIR. El presente proyecto busca disefiar y sintetizar una
plataforma para TFD que consista en liposomas, nanoparticulas metalicas y agente FS que sea
relevante para su potencial uso en terapias contra el cadncer, terapias antimicrobinas, o cualquier otro
tipo de terapia en la cudl se requiera implementar las propiedades fotodinamicas del FS. Una vez
sintetizados y caracterizados, los materiales propuestos seran probados en organismos unicelulares
mediante experimentos de irradiaciéon laser. En particular se usard el microorganismo ciliado
Paramecium. Como se puntualizara en las siguientes secciones, el uso de Paramecium como modelo
biolégico de primera aproximacién ofrece ventajas en su manejo, cultivo y observacién. En las
siguientes secciones se describen los aspectos generales de cada uno de los elementos fundamentales
propuestos en este proyecto incluyendo la sintesis y uso de nanoparticulas en terapias médicas y las

particularidades del microorganismo ciliado Paramecium.
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I ANTECEDENTES

2.1 Fotosensibilizadores

Uno de los componentes esenciales para que se realice la TFD adecuadamente es la presencia del FS.
El trabajo de Comini y Montoya define al FS como "un grupo de compuestos que derivan tanto de
fuentes inorgdnicas como naturales y exhiben un amplio rango de complejidad quimica". Del mismo
modo, se menciona que "las propiedades particulares que poseen reflejan un interés particular en el

campo de las ciencias farmacéuticas debido a su potencial y rango de aplicaciones terapéuticas."13

Robinson-Duggon et al. describen el comportamiento de los FSs al irradiarse con luz laser a
determinada longitud de onda. Este mecanismo se inicia con el FS absorbiendo luz y creando un
estado singulete de excitacion. A partir de este estado, la molécula puede decaer de nuevo al estado
basico emitiendo un fotén, decender por vias no radiativas o puede pasar por el cruce intersistema,
dando lugar a la generacién de un estado de excitacidn triplete. Las reacciones mas importantes para
la TFD son aquellas en las que el fotosensibilizador interactda con: biomoléculas o con el oxigeno
molecular. En el primer caso, denominado mecanismo de tipo I, la reaccién se produce
principalmente mediante la transferencia de electrones a sustratos relevantes en presencia de ROS
generadoras de oxigeno, como aniones radicales superéxido (0O2-), perdxidos de hidrégeno (H202) y
radicales hidroxilo (-OH). Por otra parte, en los mecanismos de tipo II, los FSs de estado excitado
triplete pueden interactuar directamente con el oxigeno molecular mediante transferencia de
energia para generar oxigeno singulete, una forma altamente reactiva del oxigeno. Cualquier de los
dos casos, el resultado final provoca la muerte celular.14 El proceso en términos generales se ilustra

en la Figura 2.
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Figura 2. Esquema general de la accion del FS para que se lleve a cabo la TFD.

Por otro lado, como ocurre con cada grupo de farmacos, es posible identificar un conjunto de

caracteristicas y condiciones que describen el FS ideal.15 Se espera que un FS pueda acumularse con
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mayor facilidad en el tejido tumoral y eliminarse rapidamente del tejido sano. Otra propiedad que
debe tener un FS idéneo es la anfifilia. Esto significa que, cuando se administra sistémicamente se
desplace hasta el tejido objetivo sin “obstaculos”, lo que requiere un cierto nivel de hidrofilia antes
de que pueda unirse a las células de interés. Del mismo modo, debe haber una toxicidad minima en
ausencia de luz. Y finalmente, debe considerarse activar el FS con luz en longitudes de onda
superiores a 700 nm. Esta tltima condicién permite atravesar distintos tejidos y elementos que
componen al organismo, como por ejemplo, la hemoglobina ya que esta tienen una fuerte absorciéon
de la luz por debajo de 700 nm. En otras palabras, si en el tratamiento se emplea luz a longitudes de

onda menores a 700 nm la accién de la terapia estria restringida a los tejidos superficiales.16

Una de las principales ventajas de los FSs es que las reacciones fototdxicas se producen con
frecuencia sélo en los tejidos patoldgicos en los que se irradia la luz y esta presente el FS, lo que
permite su destruccion selectiva. Otra de sus ventajas, con respecto a las terapias contra el cancer, es
que las concentraciones de FS son significativamente mayores en las células cancerosas con respecto
a las sanas. Esta biodistribucién puede deberse a la tendencia de los FSs a unirse a las lipoproteinas
de baja densidad (LDL), esto es debido a que la finalidad de las LDL es proporcionar a los tejidos el
colesterol que necesitan para formar membranas durante la divisién celular. Cuando las células
cancerosas se dividen, presentan un aumento de la captacién de lipoproteinas LDL, por lo que esto

sirve de "transportador” del FS a los tejidos cancerosos.15

En la investigacion elaborada por Jori et al se discute el posible uso de sistemas de entrega
especificos de lipoproteinas para la administracién in vivo de fotosensibilizadores tumorales. En
particular se plantea el uso de LDL para mejorar la eficacia y la selectividad del etiquetado de
tumores. En esta investigacion se concluye que las LDL juegan un papel importante en el transporte,
en la deposicion y retencion de sintetizadores hidrofébicos en tumores. Ademas se hace mencién que,
los tejidos con una mayor actividad mitética revelan una excesiva expresién de receptores de LDL en

la superficie celular con afinidad a los FSs.17

Actualmente, los FSs aprobados por la FDA para emplearse en la TFD son cinco, estos se describen a

continuacion:

* Porfimero sédico (Photofrin®) es el fotosensibilizador mas utilizado y estudiado. Empleado
para el tratamiento de pacientes con ciertos tipos de cancer de es6fago, pulmon, vejiga,

cuello uterino. Activacion del FS a 630-660 nm.?
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= Acido aminolevulinico (Levulan®) es un medicamento que se aplica de forma tépica. Se
utiliza para tratar la queratosis actinica (AK), una afeccién de la piel que puede convertirse
en cancer. Activacién del FS a 630-660 nm.°

* Verteporfina (Visudyne®) utilizada para para tratar la degeneracién macular asociada con la
edad (DMAE). Activacion del FS a 680 nm.18

* Temoporfina (Foscan®) empleado para el tratamiento del cAncer de cabeza y cuello.
Activacion del FS a 652 nm.19

*  Aminolevulinato de metilo (Metvix®) se utiliza para el tratamiento de las lesiones cutaneas

pre-cancerosas en la cara y en el cuero cabelludo (queratosis actinica). Activacion del FS a

570-670 nm.20

Teniendo en cuenta lo anterior, a pesar de que hay bastantes estudios empleando FS para tratar
diferentes enfermedades, los FSs aprobados son pocos, por lo que no se tienen alternativas para este
tipo de tratamiento. Actualmente se estan investigando nuevos FSs que puedan ser capaces de usarse

en la TFD y que sean lo mas biocompatible posible.
Los FSs mas estudiados como alternativa de los ya aprobados por la FDA se enlistan a continuacién:

= Rosade Bengala, usado en oftalmologia para el diagndstico de enfermedades y contra
bacterias gram-positivas. Banda de absorcién en el rango 480-550 nm.?

» Curcumina, empleado para tratar heridas superficiales. Banda de absorcion en el rango
300-500 nm.?

» Azul de metileno, eficaz contra bacterias gram-positivas y gram-negativas, utilizado en
tratamiento contra ciertos tipos de cancer. Banda de absorcion en la region 600-700 nm.?

* Verde de indocianina, diagndstico por imagen como agente de contraste, para tratamiento
de tumores y eficaz contra bacterias gram-positivas. Banda de absorcion en el rango 700-

800 nm.?

La seleccion del FS va a depender del objetivo del tratamiento y la region o condiciones en las que
se va a aplicar el tratamiento, esto debido a que bandas de absorciones mayores conllevan a una

mayor penetracion en tejido facilitando la activacion del FS en regiones profundas.
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2.1.1 Verde de Indocianina
Uno de los FSs que se ha investigado como alternativa para emplearse en la TFD es el Verde de
Indocianina (ICG). E1 ICG es un colorante anfifilico de tricarbocianina (Figura 3), utilizado en el campo

biomédico desde hace casi seis décadas con diferentes fines.

Figura 3. Representacion esquematica de la estructura quimica del ICG.

En el articulo de revision de Jarmo et al se hace una recopilacién dando a conocer distintas
aplicaciones relacionadas con el ICG, como son: cirugias en higado, cirugias en retina, tratamiento del
cancer, en laparoscopia, entre otras. Analizando lo anterior, la aplicacién del ICG en su mayoria ha

sido en el area clinica para tratar o ayudar a diagnosticar diferentes tipos de enfermedades.2!

El ICG presenta las siguientes caracteristicas: al estar en el organismo tiene una vida media de 2 a 4
minutos.22 Su peso molecular es de 774,96 gramos mol-}, presenta una baja incidencia de reacciones
adversas y exhibe una fuerte banda de absorcion alrededor de 800 nm.23 Estas caracteristicas
permiten su facil incorporacién y minimizan la interferencia de la autofluorescencia de los tejidos, lo
que lo hace adecuado para su uso en bioimagen. Ademas de ser un colorante autorizado por la FDA
como agente de contraste de fluorescencia y se ha investigado tanto en la TFD como en la terapia
fototérmica (TFT)23, eso hace que su introducciéon en nuevas aplicaciones clinicas se simplifique

enormemente.22

Con respecto a su uso en distintas terapias, la investigacion que se ha llevado a cabo en el trabajo de
Chen et al. se demuestra que la inyecciéon de ICG en un tumor, puede utilizarse en TFT y terapias
fotoinmunoloégicas asistidas por laser, esto aplicado a un modelo de rata. Los primeros ensayos

clinicos de este tipo de terapia han sido realizados con éxito por el mismo grupo.24

Por otro lado, en el trabajo de Shinoda et al. se emplea el ICG conjugado con fosfolipidos, formulados

liposdmicamente y se evalud su accion fotodinamica en regiones tumorales. En esta investigacion se
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obtuvieron resultados satisfactorios concluyendo que la reaccién fotodindmica por parte del ICG en

conjunto con liposomas representa un enfoque prometedor para la terapia no invasiva del cancer.25

Es preciso sefialar que, al igual que ocurre con cualquier otro fArmaco, un tratamiento adecuado
requiere una comprension clara de la relacién entre la dosis y el efecto. Es posible mejorar la
capacidad del ICG para dirigirse a los tejidos deseados combinando quimicamente el ICG con un
ligando especifico. Por otra parte, una alternativa reciente que se esta investigando es la sintesis de
particulas que puedan encapsular fairmacos, protegiéndolos de la degradacion y llevandolos al tejidos

deseado.26

2.2 Nanoparticulas como medio de transporte

Hablando de la posibilidad de encapsulacién, como ya se ha mencionado, en los tltimos afios se han
desarrollado numerosos sistemas de administracién de farmacos empleando nanoestructuras como
el 6xido de grafeno, los nanotubos de carbono y las nanoparticulas poliméricas para potenciar los

efectos de distintos farmacos.26

Existen multiples tipos de nanoparticulas (NPs) que pueden ser utilizadas como medio de transporte,
algunas de ellas con propiedades especificas que son muy prometedoras como sistema de
administracion de FSs y como componentes adicionales para la TFD. Tienen la capacidad de superar
gran parte de las limitaciones de los FSs convencionales y ampliar las posibilidades de uso de la
TFD.27 Una caracteristica destacable de las NPs es su superficie modificable, esto es util para
proporcionar un suministro dirigido, ya que, mediante modificaciones en las NPs, pueden adherirse
a la superficie moléculas pequefias, péptidos o anticuerpos. Ademas, el tamafio de las NPs puede
variar entre 1y 100 nm. Es bien sabido que las moléculas pequefias de este tamafio pueden dirigirse
especificamente a la vasculatura tumoral al tener una permeabilidad y una retenciéon mejoradas

(EPR).27

Segun la revisién de Bertrand et al., 1a razén principal de la EPR es que, en los tejidos normales, el
liquido extracelular fluye constantemente hacia los vasos linfaticos. Esto permite la continua
renovacion del liquido intersticial y el retorno a la circulacién de las sustancias extraidas. La falta de
funcién linfatica en los tumores da lugar a una captacién minima de liquido intersticial, provocando
que los coloides no puedan depender de las fuerzas convectivas para volver a la circulaciéon. Mientras
que las moléculas menores de 4 nm pueden volver al torrente sanguineo y ser reabsorbidas, las

moléculas que superan este tamafio, como las NPs, dificultan su difusién. Como resultado, las NPs
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que han entrado en el espacio que rodea al tumor, no se eliminan por completo y se acumulan en el

espacio intersticial del tumor.28

Como ya se ha mencionado, el tamafio de las particulas es fundamental para disefiar un transporte
selectivo de las sustancias. Sin embargo, la morfologia de las NPs tambien es de relevancia. Se pueden
obtener altos niveles de carga de fairmacos disefiando el tamafio y la morfologia de las NPs.29 Es
posible controlar el proceso de sintesis con el fin de obtener desde estructuras lineales hasta esferas,
en funcién de los materiales y las aplicaciones de las NPs. Por otro lado, la liberacion de los farmacos,
puede lograrse mediante difusiéon, cambios de pH, utilizando luz o calor, entre otros métodos.
Ademas, las NPs pueden cumplir una doble funcién al administrar medicamentos en la TFD y actuar

como FS al mismo tiempo.27

La revision de Rizvi et al. sobre las aplicaciones de los sistemas de NPs a la tecnologia de
administraciéon de farmacos, expone las caracteristicas que tienen estos materiales que los hacen
capaces de transportar farmacos, basandose en investigaciones anteriores. Esta revision llega a la
siguiente conclusion: “Mediante la manipulacién del tamano, las caracteristicas de la superficie y el
material utilizado, las nanoparticulas pueden convertirse en sistemas inteligentes, los cuales pueden
contener agentes terapéuticos y/o de imagen, ademds de tener propiedades de sigilo. Estos sistemas
pueden suministrar fdrmacos a tejidos especificos y proporcionar una terapia de liberacién

controlada.”?°

2.2.1 Liposomas
Las vesiculas artificiales conocidas como liposomas estan hechas de una bicapa de fosfolipidos. Li et
al. describe su disefio de la siguiente manera: “Las cabezas hidrdfilas de las moléculas lipidicas pueden
dividirse en tres tipos en funcién de su carga: catiénica, neutra y aniénica. En primer lugar, la cabeza
catiénica ayuda a atraer el liposoma a la membrana celular cargada negativamente, aumentando asi
la tasa de incorporacién celular. Por otro lado, la cabeza catidnica que contiene aminas primarias y
secundarias puede escapar del lisosoma a través del "efecto de esponja de protones" para evitar que el
lisosoma degrade el agente terapéutico.”30 Segin la composicién del liposoma, la carga superficial, el

tamano y el método de preparacion, sus propiedades pueden diferir significativamente.31

Debido a su biocompatibilidad y a su capacidad para administrar agentes terapéuticos tanto
hidrofilicos como hidrofébicos, los liposomas han sido objeto de numerosas investigaciones como
portadores de farmacos.3! La administracion oral o sistémica es mas habitual, y los medicamentos

tienden a acumularse pasivamente en las zonas afectadas. Durante el tratamiento del cancer, se
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acumulan en la zona circundante del tumor a causa del efecto EPR.31 Este es el caso del estudio de
Rashighi et al, en el que se encapsulan Doxorubicina en liposomas y se lleva a cabo la liberacién del
farmaco por medio de la luz de manera efectiva, aumentando la eficiencia del medicamento en el

lugar deseado en comparacién con la administracion libre de 1a Doxorubicina.32

La estabilidad de los liposomas se estudio en el trabajo de Lajunen et al. en donde se desarrollaron
liposomas con ICG activados por luz. Este estudio se centré en las interacciones de la bicapa lipidica,
el FS y el recubrimiento de PEG en la estabilidad del liposoma. Los resultados mostraron que la
localizacién del agente activador de la luz altera significativamente la estructura de los liposomas por
lo que importante tener en cuenta estos aspectos en el disefio de sistemas de administracién de

farmacos.33

Por otro lado, cuando se funcionalizan correctamente, los liposomas son capaces de formar una
barrera alrededor de su contenido que es resistente tanto a los radicales libres como al tracto
gastrointestinal de los seres humanos. Como resultado, el contenido liposomal queda protegido de la
oxidacién y la degradacion. Este "escudo" o "barrera protectora” de los fosfolipidos permanece
intacto hasta que el contenido liposomal llega a la glandula, el érgano o el sistema donde se pretende

utilizar.34

A continuaciéon se enlistan las principales ventajas de los liposomas como vehiculos de

administracién de fArmacos, tal y como se menciona en la revision de Li et al.30

* Aumentan la solubilidad de los farmacos hidr6fobos.

* Incrementa la estabilidad de los farmacos in vivo.

* Prolongan el tiempo de liberacién de los agentes terapéuticos.

= Reducen la absorcién de farmacos por los tejidos normales y reducen en cierta medida los
efectos secundarios de los agentes terapéuticos.

= Mediante la modificacién funcional de los liposomas se aumenta la sensibilidad de los
farmacos a la localizacién de enfermedades, la liberacién de farmacos en puntos fijos y la

fagocitosis celular.

2.2.2 Nanoparticulas de oro
Las Nanoparticulas de oro (NPs de Au) han evolucionado hasta convertirse en un sistema versatil
parala administracién de farmacos. Debido a su gran afinidad con las biomoléculas, estas NPs pueden
emplearse para transportar péptidos, proteinas y acidos nucleicos. Se ha investigado que estas NPs

deben ser lo bastante pequefias para atravesar las barreras fisioldgicas o penetrar en las células
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objetivo y lo suficientemente grandes para transportar una cantidad adecuada de compuestos
terapéuticos al lugar de accién.35 Por otro lado, las NPs de Au son capaces de generar suficiente calor
para elevar la temperatura local y provocar dafio a las células que las contengan cuando se exponen

alaluz NIR especifica.

2.2.2.1 Nanoparticulas de oro esféricas

Sztandera Krzysztof et al. describen la resonancia plasmoénica superficial (SPR) y la consideran una
propiedad fisica fundamental de las NPs de Au. Explican que este fendmeno particular se produce
cuando la frecuencia de oscilaciéon de los electrones libres en la superficie de la nanoparticula
coincide con la frecuencia de la luz entrante, creando una banda plasmoénica. Como resultado, aparece
un campo magnético en la superficie de las NPs de Au, lo que permite aumentar las propiedades

oOpticas.35

Las propiedades de las NPs de Au varian en funcién de su tamafio y geometria. El pico de absorbancia
SPR aparece en el rango de 500-550 nm para las NPs de Au esféricas con tamafios inferiores a 60 nm,
lo que contribuye a su color rojo.35 Esta caracteristica se ha utilizado en TFT debido a que la luz

convertida en calor dafia permanentemente el tejido circundante.36

El tamafio de las NPs de Au esféricas puede modificarse ajustando el pH, la temperatura de reaccion
y el tiempo necesario para la sintesis. Es vital tener en cuenta el tamafio de la particula, no sélo por
las propiedades 6pticas, sino también para tratar de evitar una toxicidad elevada. Se ha informado
que, en particular, las NPs de Au esféricas con didmetros de 1-2 nm pueden ser mas dafiinas, ya que
pueden formar un enlace irreversible con los biopolimeros celulares. Sin embargo, en numerosos
estudios en los que se utilizaron cultivos celulares no se encontr6 ninguna toxicidad perceptible de
las particulas coloidales de entre 3 nm y 100 nm siempre que el limite superior de la dosis fuera

alrededor de 10 particulas por mililitro.37

Las NPs de Au se han implementado en tratamientos contra el cancer, este es el caso del trabajo de
Fathy et al en donde desarrollan NPs de Au recubiertas de quitosano, estas nanoparticulas
transportan doxorrubicina y se evaldan en células tumorales. Los resultados de esta investigacion
sefialan que, con este material se puede proporcionar una solucién combinada para el tratamiento
del cancer, con la que puede administrar doxorrubicina de forma eficaz a las células tumorales y
potenciar la actividad de radiosensibilizacion, reduciendo asi la dosis necesaria para la radioterapia

convencional.38
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En el caso de la TFD, cuando los FSs se incorporan a NPs de Au han mostrado un gran potencial ya
que se integran la TFD y la TFT, por ello, la terapia combinada se ha considerado una estrategia

prometedora para mejorar la eficacia terapéutica y minimizar los efectos secundarios.3®

Se evalué la efectividad de las NPs de Au como transporte de FS en el trabajo de Cheng et al. En este
trabajo, emplearon NPs de Au esféricas PEGiladas, esto para mejorar la solubilidad y la acumulacién
tumoral de Silicon phthalocyanine 4 (Pc 4) el cudl es un FS hidrofébico. Estos estudios concluyen que
se reduce considerablemente el tiempo de acumulacién maxima del fArmaco en el tumor a 2 horas

en comparacion con la aplicacién del FS libre, el cual tardaba 2 dias aproximadamente.40

En el trabajo de Zhang et al. emplean NPs de Au recubiertas de quitosano para el transporte de
curcumina, evaluando su efecto fotodinamico hacia S. aureus y E. coli. Los resultados obtenidos de
esta investigacion sefialan que bajo condiciones de luz, este material puede producir una gran
cantidad de especies reactivas de oxigeno y calor para matar S. aureus y E. coli., esto en comparacion
con la TFD empleando curcumina libre. De igual manera la estabilidad de este fotosensibilizador al

integrarlo a NPs de Au evit6 el rapido deterioro de las propiedades fotoquimicas de la curcumina.4!

2.3 Experimentacion in vivo

La TFD ya se ha utilizado en procedimientos terapéuticos con seres humanos, de forma similar a los
liposomas, las NPs de Au y el ICG utilizados de forma independiente. A pesar de esto, no debe
descartarse el proceso experimental, ya sea in vivo o in vitro, para determinar si los materiales

sintetizados tienen o no la funcionalidad deseada.

De acuerdo con el trabajo de Romero-Fernandez et al., definen como animal de laboratorio a “todo
aquel ser vivo no humano, vertebrado o invertebrado, usado para la experimentacién y otros fines
cientificos, su uso se basa, fundamentalmente, en la analogia fisiolégica con la especie humana.” Los
primates no humanos, prosimios, gatos, perros, reptiles, anfibios, ovejas, cerdos, cabras, peces,
insectos y roedores son algunos de los animales utilizados en investigaciéon. Cuando no hay otra
opciony el objetivo de la experimentacién es obtener un bien mayor, utilizar animales estd justificado

desde el punto de vista ético.1042

2.3.1 Paramecium
El Paramecium es un organismo unicelular del género Phylum Ciliophora, de vida libre, se alimenta

de bacterias y es facil de cultivar en el laboratorio.11.12
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2.3.1.1 Morfologia

El tamafio de las especies de Paramecium se encuentra en el rango de 50 pum a 300 um de largo, siendo
notables a simple vista. Es una célula asimétrica (Figura 4), en ella se realizan numerosos procesos
fisiologicos como la fagocitosis, la digestion, la secrecién, la excrecion, la contraccion y la
osmorregulacion, estos mecanismos son llevados a cabo por distintas estructuras presentes en él,
como lo son las vacuolas contractiles en forma de estrella, las vacuolas alimenticias que se forman en
el fondo del citostoma, el poro anal y dos tipos de nuicleos: macronticleos y micronucleos, todo esto
encapsulado en una membrana celular revestida por cilios méviles, estos controlan el movimiento
celular, la actividad alimenticia, asi como la capacidad de respuesta frente a las parejas sexuales y el
medio ambiente.1112 La superficie de los Paramecium se encuentra recubierta por una envoltura
glicoprotéica, denominada glucocalix, una capa activa que protege a la membrana y que esta formada

por glucoproteinas, glucolipidos y polisacaridos.*3

Figura 4. Estructura interna del Paramecium: mc, membrana celular; ci, cilios;
va, vacuola alimenticia; ma, macroniicleo; mi, microntcleo; vc, vacuola
contrdctil; cs, citostoma; pa, poro anal

2.3.1.2 Motilidad
Ya se ha mencionado que los cilios son los responsables de la movilidad del Paramecium. No obstante,
nadan de un lado a otro mientras cambian aleatoriamente de direccion.** Su nado se ha estudiado en
la investigacion de Eckert. donde sefiala que el Paramecium responde a campos eléctricos externos,
provocando que nade hacia el catodo; éste mecanismo es conocido como galvanotaxis.45 Riedel-Kruse
et al. desarrollaron lo que denominan "biotic games" utilizando esta particularidad. En este caso,
utilizan un campo magnético para controlar la direccién de nado del Paramecium con el fin de

alcanzar el objetivo de los juegos programados. 44
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El uso de protozoos, como lo es el Paramecium, puede emplearse, en ciertos casos, como paso previo
a la experimentacion animal o cultivos celulares, esto considerando el tipo de experimento y los
resultados que se quisiera analizar. Esto debido a que la experimentacién empleando animales o
lineas celulares conllevan a procesos mas elaborados y regularizados en comparacién con el manejo
del Paramecium ya que no es necesario un conocimiento riguroso para su mantenimiento ni son

necesarias instalaciones con ambientes controlados o el uso de equipo especializado.46

El Paramecium fue el microorganismo empleado inicialmente para poder analizar los efectos toxicos
de ciertas sustancias. En 1987, Oscar Raab inicié una investigacion sobre la toxicidad de la acridina
para el Paramecium. Raab comprobé que la toxicidad aparente de concentraciones bajas de acridina
variaba significativamente de un dia para otro; sin embargo, pronto observd que la toxicidad
dependia de la intensidad de la luz solar en el laboratorio. A partir de este trabajo, se comenzaron las
investigaciones para poder explicar la accién que presentaban ciertos colorantes y sustancias al ser

expuestos a la luz.47

Considerando lo anterior, emplear este protozoario, puede ser una alternativa para descartar
materiales (ya sea FS o acarreadores) que no den una respuesta fotodinamica adecuada,
considerando el tamafo del Paramecium se podrian observar los efectos que se produce en el a través
de un microscopio 6ptico. En el caso de la TFD, estas caracteristicas aportarian un punto de partida
para determinar si los materiales sintetizados funcionan adecuadamente realizando el efecto

fotodinamico y a partir de ello continuar con su estudio en medios mas complejos.
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II.
I1.
IV.

III JUSTIFICACION

Se sabe, por investigaciones previas, que la TFD es un recurso importante para el tratamiento contra
el cancer, infecciones bacterianas, entre otras.36 Teniendo como ventajas principales una invasion
minima al paciente, es un tratamiento local, de bajo costo y con efectos secundarios poco severos en
comparacion a otras terapias. El ICG ha sido utilizado para estos fines y se han dado resultados
satisfactorios. Ademas es un material aprobado por la FDA en otros tratamientos. Sin embargo, para
la TFD es necesario buscar la manera de transportar este material, para lograr que el FS llegue y actue
en las células o bacterias que se requiera tratar, incrementando asi su especificidad y funcionamiento.
Lo anterior se podria lograr con liposomas y NPs de Au, los cuales han sido probados como

transportadores de distintas drogas en el organismo.

El presente trabajo de investigacién busca dar nuevas alternativas para el tratamiento con TFD,
usando acarreadores como liposomas y NPs de Au, capaces de transportar el ICG para su aplicacion,

y con esto tener una alternativa de tratamiento en diferentes padecimientos.

IV HIPOTESIS

Los liposomas cargados con NPs de Au pueden ser acarreadores adecuados del ICG, para promover

la accion fotodinamica al interactuar con laser a longitud de onda de 808 nm.

V OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Desarrollar liposomas cargados con NPs de Au, con los cuales se pueda encapsular o acarrear el

fotosensibilizador ICG y estudiar sus efectos fotodindmicos en un microorganismo.

5.2 Obijetivos especificos

Sintetizar liposomas cargados con ICG, NPs de Auy el conjunto de ambos.

Analizar el porcentaje de encapsulamiento de ICG en cada caso.

Caracterizar la morfologia de los materiales por microscopia electrénica de transmisién (TEM).
Estudiar la motilidad del Paramecium expuestos a los materiales sintetizados antes y después de

irradiacion con laser de longitud de onda de 808 nm.
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VI METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En esta seccidn se describen los materiales usados al igual que la sintesis que se llevé a cabo para
cada material, seguido de la metodologia parala caracterizacion de estos materiales y finalizando con

los métodos empleados para la evaluacién de sus propiedades.

6.1 Materiales

= Verde de Indocianina, polvo para solucién inyectable, Diagnostic Green.
» Lecitina purificada.

= Metanol (CH30H) 99.9 %, ].T.Baker.

= (Cloruro de Metileno (CH,Cl;) 99.8%, ].T.Baker.

= Fosfato de S6dio Monobasico (H2Na04P), Sigma-Aldrich.

» Hidréxido de Sodio (NaOH), Sigma-Aldrich.

= (Citrato de Sodio (NazCe¢Hs07) 299%, FG, Sigma-Aldrich.

= Acido Cloroaurico (HAuCls) 99.99%, Sigma-Aldrich.

= Molibdato de Amonio ((NH4)2M004) 99.98%, Sigma-Aldrich.

= Agua desionizada (H20), ].T.Baker.

=  Paramecium, cultivado en laboratorio.

6.2 Método de Sintesis

Se prepar6 una solucién de ICG y se sintetizaron un total de 5 materiales, los cuales para fines

practicos se nombraron de la siguiente manera:

Tabla 1. Nomenclatura de los materiales.

MATERIAL NOMBRE

Liposomas Lp
Solucién de Verde de Indocianina ICG
Solucién coloidal de Nanoparticulas de Oro NpAu
Liposomas cargados con Verde de Indocianina Lp+ICG
Liposomas cargados con Nanoparticulas de Oro Lp+NpAu

Liposomas cargados con Verde de Indocianina y

+ICG+
Nanoparticulas de Oro Lp+ICG+NpAu
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6.2.1 Sintesis de liposomas
Para su elaboracion se usé el procedimiento de hidratacion de pelicula fina planteado por Hao et-
al*8, con ciertas modificaciones. Para ello se realiz6é una solucién amortiguadora con un pH de 7.4.

Esta solucioén se elabor6 de la siguiente manera:

Se pes6 1.38 g de H,NaO4P, se le adicion6 a 900 ml de agua desionizada, esto se agité constantemente
y se le afladié NaOH 0.1 M hasta que se obtuvo como resultado final un pH de 7.4. Teniendo esto, se

realizd la sintesis de los liposomas descrita a continuacién:

Se pes6 en un cristalizador 0.06 g de lecitina, enseguida se disolvié en 10 ml de CH,Cl,, después de
disolverse, se le integré 5 ml de CH30H y se agité por 5 min. La solucién resultante se sec6 en un
horno (SHEL LAB, SVAC) a 24°C por 24 h al vacio. Transcurrido este tiempo se resuspendio la pelicula
fina con 15 ml de la soluciéon amortiguadora y se mezclé hasta verse lo mas homogénea posible. Por
ultimo, se sonicé con una sonda (Fisher Scientific, FB120) a 120 s en pulsos de 10 s con una amplitud
de 55%, esto se realiz6 en bafo con hielo para favorecer el autoensamble de liposomas de tamafo
nanométrico. La suspension resultante se centrifug6 a 12 800 rpm, por 10 min, a una temperatura de
4°C, esto para obener la mayor concetracion de liposomas los cuales se sedimentan a estas
condiciones. Finalmente, se separé el sobrenadante del material sedimentado y ambos se

almacenaron en refrigeracion a 4°C.

6.2.2 Sintesis de liposomas cargados con ICG
Para la sintesis de Lp+ICG, se realizé una solucién de ICG con una concentraciéon de 40 mg/L. Para
ello, se pes6 0.004 g de ICG y se afor6 a 100 ml con soluciéon amortiguadora pH 7.4 (esta solucidén es
empleada a la misma concentracion para todos las sitesis y pruebas que usen ICG). A partir de esto,
los pasos para iniciar la elaboraciéon de Lp+ICG fueron los mismos que la sintesis anterior, sin
embargo, para resuspender la pelicula fina, se usaron 15 ml de la solucién de ICG. Después de esto,

se sonico y se centrifugd a las mismas condiciones mencionadas en el apartado 6.2.1.

6.2.3 Sintesis de liposomas cargados con NPs de Au
Para esta sintesis, se elaboraron NPs de Au con simetria esférica. La técnica empleada para realizarlas
fue la de Turkevich et al, la cual se lleva a cabo a partir de la reduccién de HAuCls por medio de la
adicién de NazC¢Hs07.49 Se le realizaron cambios en cantidades y concentraciones para obtener un
tamano de particula entre 20 y 25 nm, ya que a este tamafo son lo suficientemente pequefias para

poder encapsularse en liposomas y presentan minima toxicidad en el organismo. De igual manera, se
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implemento el arreglo que se muestra en la Figura 5, con el cual fue posible regular la temperatura

de reaccion mientras estaba en constante agitacion.

Condensador
de reflujo

N

Termopar

Matraz de tres
T =T, bocas

Bafio de silicon

Barra magnética

Agitador magnético
con placa calefactora

Figura 5. Arreglo implementado para la sintesis de NpAu.

Para comenzar con la sintesis de NpAu, se elaboraron las siguientes soluciones: HAuCls a una
concentracion de 10 mM y NazCsHs07 a una concentracion de 1% m/m. Teniendo lo anterior, se inicid

con la sintesis de NpAu la cual se describe a continuacion:

En un matraz de tres bocas, se afiadi6 9.3 ml de agua desionizada, se comenz6 a agitar
constantemente con ayuda de la barra magnética y se calent6 la solucién a 100°C. Al estar a esta
temperatura, se le incorporaron 0.7 ml de HAuCls, se dejo reaccionar por 3 min a las mismas
condiciones y transcurrido este tiempo se disminuy06 la temperatura a 65°C. Al llegar a este punto, se
le agregd 0.7 ml de NazCsHs07 y se dejé reaccionar por 15 min sin dejar de agitar. En el trascurso de
este periodo, se observd el cambio de coloraciéon de la mezcla, tornandose a un color “rubi”.

Finalizando los 15 min, se dejé a temperatura ambiente por 5 min.

Teniendo la sintesis anterior, se inicid con la preparacion de Lp+NpAu. Para esto, se pes6 0.1 g de
lecitina en un cristalizador y se mezclé con 1 ml de NpAu. Se llev) a calentamiento a 60°C y estando
a esta temperatura se sonic6 con una sonda (Fisher Scientific, FB120) por 2 min a una amplitud de
55%. Se dejo secar en un horno (SHEL LAB, SVAC) a 40°C al vacio por 4 h. Despues de esto, se realiz6
el mismo procedimiento que la sintesis 6.2.1 desde la incorporaciéon de CH,Cl, hasta finalizar la

sintesis.
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6.2.4 Sintesis de liposomas cargados con ICG y NPs de Au
Esta sintesis se realizé partiendo de la metodologia descrita en el apartado 0, no obstante, lo tinico
que se modifico fue al momento de resuspender la pelicula fina, ya que para ello se emple6 15 ml de

la solucién ICG en vez de la solucidén amortiguadora.

6.3 Método de Caracterizacion

En este apartado se describen las técnicas implementadas para la caracterizacidn de los materiales
que se usaron en la experimentacion, las cuales fueron: espectroscopia UV-Vis, determinacion del
porcentaje de encapsulamiento y microscopia electrénica de transmision. En esta ultima técnica se

incluye el andlisis elemental de algunos materiales.

6.3.1 Espectroscopia UV-Vis
Se implemento6 la espectroscopia UV-Vis para determinar la longitud de onda a la cual absorbe el ICG
cuando esta interactuando con los liposomas, gracias a esto, se eligié el laser ideal que activa las
propiedades fotodinamicas del FS. Para ésto, se tomd 2 ml de Lp+ICG sin centrifugar y se llevé a cabo
el andlisis en el UV-Vis (Perkinelmer, Lambda 10) entre 300-1100 nm y como blanco de muestra la

solucién amortiguadora.

Esta técnica también se us6 para obtener la absorbancia del sobrenadante de las muestras de Lp+ICG
y Lp+ICG+Au, alalongitud de onda que absorbe el ICG. Las absorbancias de los materiales analizados,

se usaron para determinar el porcentaje de encapsulamiento descrito en el apartado siguiente.

6.3.2 Porcentaje de encapsulamiento
Para evaluar la capacidad de encapsulamiento de los liposomas se implementd inicialmente la Ley de
Lambert-Beer. Esta ley establece una relacién entre la concentraciéon de una sustancia disuelta en
una solucién y la absorcién de luz que ocurre cuando la luz atraviesa esa solucidn.50 La relacion se

expresa mediante la siguiente ecuacion:

A=¢ecxcx*xd (D)
Donde:
A: Absorbancia de la solucion.
&: Coeficiente de absorcion molar.

c: Concentracion de la sustancia en mol/L.

d: Longitud del camino éptico
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Con esta ecuacion se determiné la concentracién del sobrenadante de Lp+ICG y Lp+ICG+NpAu. En
esta metodologia sélo se analizaron estos materiales, debido a que son los que contienen el agente
fotoactivo. Teniendo estas concentraciones, se usé la ecuacién 2 y se calculé el porcentaje de

encapsulamiento en dichos materiales.

Concentracion inicial—Concentracién del sobrenadante % 100

%E = 2)

Concentracién inicial

6.3.3 Microscopia electrénica de transmision
La caracterizacion de la morfologia de los materiales sintetizados se realiz6 en el Microscopio
Electrénico de Transmisiéon (TEM) Hitachi 7700. En este mismo equipo se hizo el andlisis elemental

para las muestras Lp+NpAu y Lp+ICG+NpAu.

Para poder observar los liposomas en el TEM, se tifid la muestra con molibdato de amonio al 2%, para
ello, se tomd 1 ml de la muestra a analizar y se colocd en una probeta, se afor6 a 25 ml con solucién
amortiguadora y se mezclo por 3 min. Teniendo lo anterior, se colocé 1 ml de la muestra diluida y 1
ml de la solucién de molibdato de amonio. Finalmente, con ayuda de un capilar, se colocé una gota de

la mezcla elaborada sobre una rejilla para TEM y se secé en un horno a 24°C al vacio por 2 min.

En el caso de la muestra de NpAu, la preparacién se llevo a cabo de la siguiente manera: Inicialmente
se sonico la muestra a una amplitud de 55% por 3 min, esto para dispersar las particulas, para
fnalizar, se usé un capilar para colocar la muestra sonicada sobre una rejilla para TEM, esta rejilla se

llev6 a un horno a 24°C al vacio por 2 min.

6.4 Meétodos de evaluacion de las propiedades de los materiales

Para poder evaluar las porpiedades de los materiales sintetizados se analiz6é lo siguiente: la
morfologia del Paramecium, la motilidad del Paramecium, la internalizacién de los materiales en el
Paramecium y el efecto de los materiales en Paramecium sin irradiar laser e irradiando laser. La

metodologia de estos apartados se describen a continuacidn.

6.4.1 Morfologia del Paramecium.
Para observar la morfologia del Paramecium se centrifug6 2 ml de la solucién que contiene al
protozoario a 3500 rpm por 5 min, esto para sedimentar la mayor cantidad de elementos ajenos al
Paramecium como su alimento y sus deshechos. Una vez centrifugada, se dejo reposar por 10 min

para tener una mayor concentracion de Paramecium en la superficie. Se tom6 10 pl del sobrenadante
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y se coloco en un portaobjetos. Esta muestra se observé en un microscopio 6ptico (OLYMPUS, BX53)

empleando el objetivo de 10x y 40x.

6.4.2 Motilidad del Paramecium
Por medio de un microscopio éptico se visualiz6 la motilidad que suele tener el Paramecium en
condiciones normales. Para esto se tom6 una muestra de 15 pl de Paramecium previamente
centrifugada, en las condiciones que se menciona en el punto 6.4.1, se coloc6 en un portaobjetos y se

observo al microscopio usando el objetivo de 10x.

6.4.3 Internalizacion de materiales cargados con ICG en Paramecium
La internalizacion de los materiales en el Paramecium fue posible observarse mediante técnicas de
microscopia dptica. Para ello, se tomaron 15 pl de cultivo de Paramecium previamente resuspendido
y se colocé en un portaobjetos. A esta muestra se le afiadié 15 pl de Lp+ICG+NpAu, teniendo esto se
mezclé cuidadosamente y se dejo reposar por 5 min. Transcurrido este tiempo, se observé en un
microscopio 6ptico a 40xy 100x, se visualiz6 la coloracidn al interior de un Paramecium. La aparicion
de color verde en el interior de los Paramecium confirmé la internalizacion del material en el

protozoario.

6.4.4 Efecto de los materiales en Paramecium sin irradiacion ldaser
Para evaluar la accion de los materiales en el Paramecium sin estar interactuando con luz laser se

realizé lo siguiente:

Con ayuda de una micropipeta, se tomé 1 pl de muestra de Paramecium y se colocé en un
portaobjetos. Se observo en un microscopio éptico a 10x y se cuantifico la cantidad de Paramecium
presente en la muestra empleando el programa Image]. Si la muestra presentaba una poblacion total
de 202 Paramecium se prosiguié con los siguientes pasos. De no tener esta cantidad se repitié este

proceso.

Teniendo la muestra, se le afiadié 20 pl de solucién amortiguadora y enseguida se incorpor6 20 pl de
material a analizar y se mezcl6 por 5 min. Se establecieron periodos de tiempo (Tabla 2), en los cuales,
al finalizar cada uno de éstos, se cuantificd en el micoscopio dptico la cantidad de Paramecium vivos
en la muestra. Esta metodologia se realizé 4 veces por material, se sacé un promedio de los resultados

obtenidos y se reportaron en porcentajes, empleando la ecuacién 3.
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Tabla 2. Periodo de tiempo en el que se cuantifico la poblacion total de
Paramecium viva en la muestra de cada material incorporado.

MATERIAL TIEMPO (min)

S/Material
ICG
NpAu
Lp 15 20 25 30 35 40
Lp+ICG
Lp+NpAu

Lp+ICG+NpAu

Promedio de poblacion viva de cada tiempo

% de Paramecium vivos = * 100 (3)

Promedio de poblacion total

Para cada material se calculd la desviacion estandar, teniendo en cuenta los resultados obtenidos

porcentualmente de cada periodo de tiempo.

6.4.5 Efecto de los materiales en Paramecium al irradiar con ldser.
Para esta estapa de la metodologia experimental se implement6 luz laser de 808 nm a una potencia
de 500 mW. Este laser se colocé a 3 cm de distancia de la muestra y se ajusté el area de irradiacién a

0.1 mm? (Figura 6).

Diodo laser
808nm 500mwW
Elecbee

Portaobjetos

Figura 6. Representacién de las caracteristicas empleadas para la irradiacion
con ldser.
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Los efectos del laser el los protozoarios se evaluaron empleando la metodologia mencionada en el
apartado 6.4.4 sin embargo, al finalizar los 5 min de mezcla se afiadieron se 40 pl de solucién
amortiguadora, se agité cuidadosamente y se posicioné para empezar la irradiacién con el laser. Se
emplearon los mismos tiempos descritos en la Tabla 2 para la observacion en el microscopio éptico,
se conto la poblacién total de Paramecium viva al finalizar cada periodo. Esta metodologia se realiz6
4 veces por material, se sacé un promedio de los resultados obtenidos, se reoprtaron en porcentajes
y se calcul6 la desviacion estandar, esto se calculé de la misma manera como se menciona en el

apartado 6.4.4.
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VII RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Sintesis de Materiales

Se sintetizaron liposomas encapsulando ICG, Np de Au y la combinacién de ambos materiales. De
igual manera se sintetizaron liposomas los cuales no tenian encapsulado ningin material. De cada
material se obtuvo un total de 15 ml de muestra y con esto 1 ml de concentrado de liposomas, el cual
se determind a través del sedimento al momento de centrifugar las muestras. Las suspensiones de

estos materiales concentrados se muestran en la Figura 7.

Figura 7. Suspencion del sedimento de los materiales sintetizados. a) ICG.

b) NpAu c) Lp. d)Lp+ICG. e) Lp+NpAu. f) Lp+ICG+NpAu.

7.2 Caracterizacion

7.2.1 Espectroscopia UV-Vis
Al analizar la muestra Lp+ICG por medio de Espectroscopia UV-Vis se determiné la absorbancia. El
valor maximo de absorbancia fue observado a 800 nm como se muestra en la Figura 8, ésto indica
que el ICG en conjunto con los liposomas puede activar sus propiedades fotosensibles aplicando laser
de longitud de onda de 808 nm. En medicina, el uso de esta longitud de onda tiene varias ventajas
debido a su capacidad para penetrar tejidos biolégicos sin causar dafio significativo, esto en

comparacion con longitudes de onda mas cortas, como la luz visible y la luz ultravioleta.16

Los resultados obtenidos de las obsorbancias de los sobrenadantes de los materiales Lp+ICG y

Lp+ICG+NpAu a la longitud de onda de 800 nm se muestran a continuacion:
Absrbancia de Lp+ICG: 3.49544

Absrbancia de Lp+ICG+NpAu: 3.44869
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Figura 8. Espectroscopia UV-Vis de Lp+ICG

7.2.2 Porcentaje de encapsulamiento
Con la férmula de la Ley de Beer se calcularon las concentraciones de las muestras Lp+ICG y

Lp+ICG+NpAu. Los resultados se muestran a continuacion:
Concentracion inicial de la solucién de ICG: 5.16x107° mol /L
Concentracion del sobrenadante de Lp+ICG: 1.29x107° mol/L
Concentracién del sobrenadante de Lp+ICG+NpAu: 1.27x107° mol/L
Teniendo esto, se calcul6 el porcentaje de encapsulamiento dando los resultados siguientes:
%E de Lp + 1CG ~ 75%
%E de Lp + ICG + NpAu ~ 75%

Estos valores representan, en porcentaje, la cantidad de ICG que se encapsulé en los liposomas.
Estudios en dénde se report6 la encapsulacién del ICG en liposomas implementado la técnica de
pelicula fina y sonicacidn, informaron de eficiencias de encapsulacién liposomal entre el 64% y el
75%.51-53 En este caso, se obtuvo un porcentaje de encapsulamiento aproximado del 75% tanto en la

muestra Lp+ICG y en Lp+ICG+NpAu. Estos reslutados estan en el rango mayor de lo reportado, por
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lo que la técnica de sintesis se respalda ya que se obtiene la mayor parte de concentracién de ICG en

los liposomas.

7.2.3 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

7.2.3.1 Liposomas

La morfologia de los liposomas se puede observar en las micrografias que se muestran en la Figura
9. En estas imagenes se observa que los liposomas se suelen formar de manera esférica. Esta
caracteristica es importante ya que el material encapsulado es envuelto de una manera regular. Se
puede observar como se distingue el centro del liposoma de su periferia, la cual se observa en tonos
mas claros que el nucleo. Estos liposomas tienen un didmetro aproximado de 70 nm, segin lo
observado en las micrografias, lo que los hace ideales para aplicaciénes médicas ya que se sabe que
los liposomas que presentan tamafos entre 40-200 nm tienen una mayor retencién en sangre, y por

tanto una mayor acumulacion en los tejidos tumorales, que los que estan fuera de este margen.54

Figura 9. Micrografias de TEM de Lp sintetizados en este trabajo. a)Liposoma
en el cudl se puede observar su nuecleo y la periferia en la que se puede
observar las capas lamelares. b)Liposoma con un nucleo mds pequerio que el b)
pero con mayores capas lamelares

7.2.3.2 Liposomas cargados con ICG

En la Figura 10 es posible apreciar la morfologia de los liposomas al igual que su tamafio aproximado.
Su forma es esférica, lo que nos indica que al integrarse con el ICG no afecta en su sintesis ya que es
similar a los liposomas a los cuales no se le encapsula ninguin tipo de material. Esto se compara con
otras investigaciones en donde los liposomas de fosfolipidos se han utilizado ampliamente para
encapsular 1CG.5255 En la Figura 10a se muestra la formacién de liposomas con sus partes

caracteristicas mencionadas en apartados anteriores. Los liposomas mostrados presentan un tamafio
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aproximado de 60 nm y sus multicapas son mas compactas a comparacién de la micrografia de la
Figura 10b. En esta dltima figura puede observarse con claridad cada una de las capas concéntricas
de uno de los liposomas sintetizados. Estas capas son identificables en la Figura 10b como estructuras
circulares que alternan en colores oscuros y claros. Es importante notar que la estructura de
multicapas del liposoma mostrado en la Figura 10b no modifica su estructura esférica y permite que
este liposoma en particular tenga un diametro de 120 nm. Cualquiera de las dos morfologias es util

para la aplicacion en esta investigacion.

Figura 10 Micrografias de TEM de Lp+ICG sintetizados en este trabajo a) El
didmetro aproximado del liposoma es de 60nm. b) Liposoma de 120nm de
didmetro aproximadamente. En esta tiltima imagen se observa con claridad
una estructura de varias capas lamelares.

7.2.3.3 Nanoparticulas de Oro

Fue posible observar las NPs de Au sintetizadas, como se muestra en la Figura 11, en donde se
aprecia, a diferentes escalas, la morfologia de estas particulas. Estas particulas presentan una
morfologia con bordes redondeados y suaves, con un didametro de aproximadamente 20 nm, lo que
de acuerdo con la bibliografia 49 era el tamafio esperado con la metodologia seguida. Esta morfologia
ayuda a que se pueda integrar mejor a la célula y de igual manera provoca una menor deformaciéon

en los liposomas los cuales estaran encapuslando estas particulas. 35
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Figura 11 Micrografias de TEM a diferentes magnificaciones de NPs de Au
sintetizadas en este trabajo.

7.2.3.4 Liposomas cargados con NPs de Au

Se observo el encapsulamiento de NPs de Au en liposomas como se muestra en la Figura 12. Es
posible observar la estructura multicapa caracteristica de los liposomas y las NPs de Au en su interior.
Existen investigaciones en las que se incorporan las NPs de Au en liposomas pero implementando
otro tipo de sintesis, en donde de igual manera la es posible observar como las NPs estan presentes
en el liposoma.56 El tamafio de los liposomas no superé los 120 nm, sin embargo, al encapsular las
NPs se tenia cierta asimetria en comparaciéon con los liposomas previamente analizados. Esta
morfologia no es relevante en esta investigacidn ya que lo importante fue que se encapsularan las

NPs de Au en los liposomas.

El andlisis elemental que se realiz6 en esta muestra fue puntual, empleando lo observado en la Figura
123, los resultados se muestra en la Figura 13. En este analisis se muestra la presencia de Oro, por lo
que podemos determinar que, lo que contiene el liposoma son las NPs de Au que se deseaban

encapsular.
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CONAHCYT

Figura 12 Micrografia de TEM de Lp+NpAu sintetizados en este trabajo. Las
particulas de oro se distinguen por un color mds color oscuro que el resto de la
muestra y se encuentran en al interior de las estructuras de los liposomas.
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Figura 13. Andlisis elemental de Lp+NpAu.

7.2.3.5 Liposomas cargados con ICGy NPs de Au

La capacidad de los liposomas de encapsular materiales tanto en las capas lamelares como en el
nucleo se muestra en las micrografias de la Figura 14. En la Figura 14a se logra apreciar que la NP de
Au se encuentra en el nuclo del liposoma. Por otro lado, en la Figura 14b la NP de Au esta presente

en las capas lamelares del liposoma. 30

Aligual que la muestra de Lp+NpAu, el andlisis elemental de Lp+ICG+NpAu fue puntual. Este andlisis
elemental se muestra en la Figura 15 empleando lo observado en la Figura 14b. Los resultados
mostrados en la Figura 15 confirman la presencia de las NPs de Au en las muestras sintetizadas de

Lp+ICG+NpAu.
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Figura 14. Micrografia de TEM de Lp+ICG+NpAu sintetizados en este trabajo. a)
Liposoma encapsulando NP de Au en el niicleo. b)Liposoma encapsulando NP de
Au en las capas lamelares.
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Figura 15. Andlisis elemental de Lp+ICG+NpAu.

7.3 Evaluacion de las propiedades de los materiales

7.3.1 Morfologia del Paramecium
La morfologia del Paramecium se puede apreciar en la Figura 16 a diferentes amplificaciones. En
estas imagenes, es posible identificar su forma alargada y c6mo su membrana delimita toda su
estructura morfologica. Se puede observar lo que se encuentra al interior del Paramecium debido a

la transparencia del citoplasma, permitiendo una visualizacion lo que sucede dentro de su sistema. 43
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Figura 16. Morfologia de Paramecium observada en microscopio dptico a
diferentes amplificaciones

7.3.2 Motilidad del Paramecium
Al analizar el movimiento del Paramecium podemos determinar lo siguiente: su nado es continuo,
segln lo observado, no tiene momentos en los que esté completamente inmévil, por lo que es muy
facil identificar cuando estan vivos. Puede disminuir o aumentar su velocidad de nado pero suele
tener una velocidad constante. También se observo que no tienen un nado preferente, la direcciéon de

traslado se daba aleatoriamente en cada Paramecium.

7.3.3 Internalizaciéon de materiales cargados con ICG en Paramecium.
Gracias a que es posible observar el interior del Paramecium, como se mencioné anteriormente, un

cambio de coloracion podria ser indicador de que el Paramecium contiene algo ajeno a él.

Después de 5 min de aplicarse el material a la muestra con Paramecium y teniendo en cuenta que la
coloracidn del ICG es verde, se observo que en una parte del Paramecium se acumularon vacuolas las
cuales tenian esta coloracidn. Esto se aprecia en la Figura 17b. Al observar esto, se determiné que el

matarial aplicado se estaba internalizando en la muestra de Paramecium.
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Figura 17. Paramecium observado en microscopio dptico con el objetivo de
100x. a) Paramecium sin material, no se observan vacuolas coloreadas. b)
Paramecium con Lp+ICG+NpAu, se sefiala el drea donde se encuentra el
material endocitado con el color verde de las particulas.

7.3.4 Efecto de los materiales sin irradiar con ldser
Se realiz6 la experimentacion de las propiedades fotodinamicas de los materiales en el Paramecium
sin aplicar laser. Sin embargo, al momento de analizar los resulados se optd por reportar solo tres
periodos de tiempo (15, 30 y 40 min) ya que durante estos tiempos fue posible representar el
comportamiento de los tiempos analizados (Tabla 3). Los datos que se muestran son el porcentaje de

poblacién viva de Paramecium

Tabla 3. Poblacién total de Paramecium durante 15, 20 y 30 min al usar cada
material sin irradiar ldser.

S/Material Lp+ICG Lp+NpAu Lp+ICG+NpAu

Inicio

30 minutos

40 minutos 98% 95% 96% 98% 96% 98% 96%

Los resultados obtenidos nos indican que ninguno de los materiales implementados tuvo un efecto
nocivo significativo en el Paramecium. Esto se afirma ya que la poblacién total de Paramecium al
finalizar los 40 min no tuvo un cambio crucial. Durante la experimentacion se llegaba a tener al menos
1 Paramecium muerto, esto debido a las condiciones naturales del mismo protozoario durante su
manejo. En la Figura 18 se observa el grafico comparativo de estos datos, en donde se aprecia que en

ausencia del laser las reacciones fotodinamicas no se hacen presentes. Este comportamiento era un
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efecto esperado y esta en linea con terapias en las que solo los tejidos y 6rganos con irradiacion laser

presentan un efecto de muerte celular.!
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Figura 18. Grdfico comparativo de la poblacién total de Paramecium al
finalizar 15, 30 y 45 min de cada material al no ser expuesto al ldser.

7.3.5 Efecto de los materiales al irradiar con ldser
Para estudiar los efectos de los materiales sintetizados cuando se exponen a luz laser, se realizaron
experimentos usando un laser emitiendo luz laser a 808nm. Se realizé la experimentacion de los
materiales en el Paramecium aplicando laser de 808 nm a las muestras y se obtuvieron los siguientes
resultados (Tabla 4) en donde se muestra el porcentaje de poblacién viva de Paramecium. Estos

reslutados también se regresentaron graficamente (Figura 19).

Tabla 4. Poblacién total de Paramecium durante 15, 20 y 30 min al usar cada
material al irradiar con Idser.

S/Material Lp+ICG Lp+NpAu Lp+ICG+NpAu

Inicio

30 minutos

40 minutos 97% 97% 0% 99% 86% 96% 0%
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Figura 19. Grdfico comparativo de la poblacién total de Paramecium al
finalizar 15, 30 y 45 min de cada material al ser expuesto al ldser.

Al analizar los resultados se puede concluir lo siguiente: el laser al interactuar con el Paramecium no
provoca un efecto nocivo hacia este, lo mismo sucede con los materiales Lp, NpAu y Lp+NpAu, en
doénde la poblacion final de los protozoarios al finalizar los 40 min no presenta dafios significativos
en ella, esto respalda la teoria en donde se menciona que en ausencia del FS los efectos fotodindmicos
no se hacen presentes y como consecuencia no existe ningun tipo de dafio celular. Por otro lado, el
ICG, Lp+ICG y Lp+ICG+NpAu presentaron un cambio importante en la poblacién de Paramecium. Se
puede observar que el ICG tienen una accién nociva en el Paramecium, eliminando la poblacién al
100% desde los 30 min, esto era de esperarse ya que los efectos del ICG libre desencadenan
reacciones inmediatas que perjudican a las células al momento de aplicar laser de 808 nm.15 Por otro
lado los Lp+ICG y los Lp+ICG+NpAu al estar encapsulando el material, el tiempo de reacci6n
disminuye, ya que debe liberarse del liposoma el ICG y hasta entonces producir efecto. En el trabajo
realizado por Chase et al. miden la temperatura que se incrementa en liposomas cargados con ICG,
mencionan que la temperatura aumenta hasta 5 grados al irradiar con laser, por lo que no llega
rapidamente a la temperatura necesaria para desintegrar el liposoma y liberar el ICG.5¢

La comparacion entre el ICG, el Lp+ICG y el Lp+ICG+NpAu se puede apreciar
mejor en la
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Figura 20, donde se comparan sélo estos tres materiales en funcién del tiempo de irradiacion. E1 ICG
provoca un cambio importante en la poblaciéon de Paramecium desde 0 a 15 min, por otro lado el
material Lp+ICG y Lp+ICG+NpAu no muestran cambios significativos en ese mismo periodo. En el
tiempo de 15 y 20 min, el Lp+ICG sigue sin tener efectos relevantes en la poblaciéon de Paramecium,
sin embargo, el Lp+ICG+NpAu disminuyen la poblacién a un 75%, mientras tanto el ICG mantiene un
total de 20% de la poblacién. Para lograr que la poblacién final de Paramecium se reduzca a 0%, en
el ICG tuvo que transcurrir un total de 30 min de irradiacién, por otro lado con el Lp+ICG+NpAu se
requirieron 40 min. El Lp+ICG después de transcurrir los 40 min atin presentaba una poblaciéon de

86% de Paramecium.

Poblacion de Paramecium (%)

Q N ) O

Tiemp'o (min)

- ICG -+~ Lp+ICG -+~ Lp+ICG+NpAu

Figura 20. Grdfico comparativo del efecto del material ICG, Lp+ICG,
Lp+ICG+NpAu, en la poblacién de Paramecium al irradiar con ldser.
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SUPERVIVENCIA DE PARAMECIUM (%)

Tiempo (min) 0 15 20 25 30 35 40

PROM 100 62 11 1 0 0 0

ICG
+/-SD  1.26 0.96 0.50 0.50 0.00 0.00 0.00

PROM 100 100 100 95 94 88 86

Lp+ICG
+/-SD 1.29 1.29 1.29 1.29 126 096 0.96

PROM 100 98 74 32 17 7 0
Lp+ICG+NpAu
+/-SD  1.26 1.26 0.82 1.29 129 0.58 0.00

Tabla 5. Promedio en porcentaje y desviacion estandar de la supervivencia de
Paramecium interactuando con los materiales ICG, Lp+ICG, Lp+ICG+NpAu e
irradiar con ldser en distintos tiempos.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores y las propiedades de los materiales implementados, se
deduce que la efectividad del Lp+ICG+NpAu en comparacién con el Lp+ICG recae en la accién dual
entre ICG y las NPs de Au al estar interactuando con laser. A pesar de que las NPs de Au libres o
encapsuladas en liposomas no produce un efecto nocivo, integrarlas con ICG puede aumenta el
tiempo de liberacion de los liposomas al interactuar con laser de 808 nm, esto en comparacién con

los materiales que no presentan NPs de Au, promoviendo asi su accién fotodinamica.
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VIII CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion, fue posible sintetizar liposomas con multicapas lamelares, los cuales
presentaban un tamafio de particula de ~100 nm. En estos liposomas se logr6é encapsular el
fotosensibilizador verde de indocianina y nanoparticulas de oro de aproximadamente 20 nm, las

cudles tienden a ser esféricas.

Fue posible internalizar los materiales en el microorganismo unicelular Paramecium sin provocar

efectos nocivos hacia este.

El porcentaje de encapsulamiento de ICG fue el mismo tanto en los materiales Lp+ICG y
Lp+ICG+NpAu, teniendo un 75% en ambos, por lo que en este caso, la accidn fotodindmica de los

materiales no dependi6 de la concentracidn presente del FS al momento de comparar sus efectos.

Al evaluar las propiedades fotodindmicas de los materiales en el Paramecium, se demostr6 que el
conjunto de NPs de Au con ICG en liposomas mejor6 la accién fotodinamica al aplicar laser de 808

nm, en comparacion con implementar el ICG por si solo en los liposomas.

La implementacién del Paramecium como modelo experimental fue de gran utilidad para determinar

el material que mejor desempefiara un efecto fotodinamico.

La liberacién del ICG por parte de Lp+ICG+NpAu dentro del Paramecium ha permitido iniciar la
accion fotodinamica del ICG utilizando la irradiaciéon laser. Estos hallazgos indican que los liposomas
cargados con NPs de Au muestran un gran potencial como vehiculos para la administracién y
activacion especifica de ICG en terapias fotodinamicas, lo que puede tener importantes implicaciones

clinicas en el tratamiento de ciertas condiciones médicas.

Los resultados obtenidos en esta investigacion respaldan la hipdtesis planteada inicialmente,
demostrando que los liposomas cargados con NPs de Au actian efectivamente como acarreadores

adecuados de ICG y promueve su accion fotodindmica.

Finalmente, esta investigacidn contribuye en la innovacién de materiales fotodinamicos, con ella se
espera que en futuras investigaciones se analice el factor especifico por el cual se promueve la acciéon
fotodinamica en el material Lp+ICG al incorporarle NpAu. De igual manera, se propone funcionalizar
el material Lp+ICG+NpAu para mejorar sus propiedades selectivas y asi pueda ser implementado en
terapia fotodinamica dirigida para después estudiar su efecto fotodindmico en otros modelos

experimentales.
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X ANEXOS
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Figura 21 Tamario de pdrticula de NPs de Au sintetizadas en este trabajo

Tabla 6. Datos para la curva de calibracion usados en el cdlculo del porcentaje
de encapsulamiento

800 nm
Concentracion Absorbancia
5.17E-07 0.11071
6.50E-07 0.13013
7.74E-07 0.17268
1.03E-06 0.2456
c=A/(e*d)
€ 270769
Lp+ICG A 3.49544
Lp+ICG+NpAu | A 3.44869
Lp+ICG c 1.29093E-05
Lp+ICG+NpAu c 1.27367E-05
Lp+ICG % 74.98
Lp+ICG+NpAu | % 75.32
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Objetivo 10x ImageJ
Microscopio 6ptico Multi-point

Figura 22. Representacion del conteo de Paramecium

Figura 23. Muestras de Paramecium implementando diferentes materiales al
ser expuestos con ldser de 808 nm. Los circulos rojos sefialan Paramecium
muerto y los circulos verdes con linea punteada Paramecium vivos. a) ICG. b)
Lp+ICG. ¢) Lp+ICG+NpAu.
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