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RESUMEN
La terapia fotodinamica (PDT) se ha convertido en una alternativa terapéutica
eficiente frente a los tratamientos convencionales para el cancer. Requiere el
uso de un sensibilizador fotoquimico y luz visible para inducir muerte celular
pese a que los mecanismos por los cuales se induce una muerte celular
programada son multifactoriales, siendo la localizacion intracelular del
fotosensibilizador una caracteristica esencial.
La riboflavina es un sensibilizador fotoquimico enddgeno, siendo a la vez un
compuesto que esta presente en todos los organismos aerdbicos como
precursor de los cofactores de todas las flavoenzimas conocidas. Para esta
funcion biologica se requiere cantidades cataliticas del compuesto, las que son
insuficientes para provocar los efectos requeridos en terapia fotodindmica.
Para aumentar la incorporacion a sistemas biolégicos en nuestro laboratorio
se ha esterificado los cuatro grupos hidroxilo de la cadena ribitil y se ha
obtenido derivados hidrofébicos que mantienen las propiedades fotofisicas y
fotoquimicas del fotosensibilizador.
En esta tesis, he estudiado los mecanismos de muerte celular inducidos por
accion de la luz visible y fotosensibilizadores flavinicos en células humanas de
leucemia HL-60, y en células de carcinoma de utero Hela, que crecen
adheridas al sustrato formando una monocapa. Se demostré que la accion
conjunta de la luz visible y fotosensibilizadores flavinicos induce muerte celular
programada por apoptosis y también por autofagia, utilizando microscopia
electrénica de transmision, citometria de flujo, microscopia de fluorescencia
utilizando marcadores de lisosomas, en conjunto con inhibidores de autofagia.
Estos mecanismos presentan la ventaja de no provocar inflamacion lo que
disminuye los efectos secundarios de una terapia.
Con el objetivo de mejorar la fotoestabilidad y la incorporacion de la riboflavina
se estudid la posibilidad de incorporarla a nanoparticulas. Para poder

incorporar el fotosensibilizador en forma estable se prepar6 un derivado

Xii



tetrasililado de la riboflavina, el que mantiene sus propiedades fotofisicas,
fotoquimicas.

En una primera etapa se sintetizO nanoparticulas magnéticas que fueron
caracterizadas por microscopia electrénica de transmisién. El
fotosensibilizador fue incorporado haciendo reaccionar el compuesto
tetrasililado con una capa de silica con la que se recubrié la nanoparticula
magnética.

Se sintetiz6 nanoparticulas de silicio, a las que se unié covalentemente el
compuesto sililado de riboflavina. Las nanoparticulas resultaron fotoactivas e
producen efectos foto-tdxicos en células HL-60 cuando se irradian con luz azul

in-vitro.



ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) has rapidly become an effective therapeutic
alternative to conventional treatments for cancer. It requires the use of a
photochemical sensitizer and visible light to specifically induce cancer cell
death, despite that the underlying mechanisms involved in cell death are not
fully understood they are most likely multifactorial, with the dye intracellular
localization being a key one.

Riboflavin is an endogenous photochemical sensitizer, it is present in all
aerobic organisms as a precursor to the cofactors of all known flavoenzymes.
For this biological function, catalytic amounts of the compound are required,
which are insufficient to elicit the required effects in PDT. To increase the
incorporation to biological systems in our laboratory the four hydroxyl groups
of the ribityl chain have been esterified and hydrophobic derivatives have been
obtained, which retained photophysical and photochemical properties of the
photosensitizer.

In this thesis, | had studied the mechanisms of cell death induced by the action
of visible light and flavin photosensitizers in both human HL-60 leukemia cells,
and HeLa human cervix epithelioid carcinoma cells, which grow attached to the
substrate forming a monolayer. It is demonstrated that the combined action of
visible light and flavin photosensitizers induce apoptosis-programmed and also
autophagy cell death, using transmission electron microscopy, flow cytometry,
fluorescence microscopy through lysosomal markers, together with autophagy
inhibitors. These mechanisms have the advantage of not causing inflammation
which decreases the side effects of therapy.

To improve photostability and incorporation of riboflavin, the possibility of
incorporating it into nanoparticles was studied. With the aim to incorporate the
photosensitizer in a stable form to nanoparticles, a tetrasilylated derivative of
riboflavin was prepared. The compound retained the photophysical and

photochemical properties of RF.
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In a first step, magnetic nanoparticles were synthesized and characterized by
transmission electron microscopy. The photosensitizer was incorporated by
reacting the tetrasilylated compound with a layer of silica with which the
magnetic nanoparticle was coated.

Silicon nanoparticles containing the silylated riboflavin compound were
prepared. The nanocomposites were photochemically active, and induced

photo-toxic effects in HL-60 cells when irradiated in vitro with blue light.



Capitulo I. Introduccion

.1 Fototerapia Dinamica

La radiacion solar constituye no solo la fuente energética inmediata para las
plantas verdes y otros organismos autotrofos fotosintéticos sino también para
todos los organismos heterotrofos.

La luz del sol que llega a la tierra incluye en su espectro distintas radiaciones
caracterizadas por su longitud de onda, el efecto mas perjudicial y también
mas conocido es el ejercido por el espectro ultravioleta (UV). Los organismos
pueden ser afectados por accién de la luz en especial, la radiaciéon UV B (290-
320), que es el rango en el cual absorben la mayoria de los compuestos
celulares.

La radiacion visible (400-700) no causa dafio directo sobre la mayoria de las
moléculas de importancia biolégica, sin embargo, en presencia de ciertos tipos
de compuestos (que absorben la luz) y de oxigeno molecular, los sistemas
bioldgicos pueden ser dafiados por la luz. Estos compuestos son llamados
fotosensibilizadores y tienen la caracteristica de absorber la luz visible
provocando la modificacion de otras moléculas que en su ausencia no serian
transformadas por la luz. Estas reacciones fotosensibilizadas estan mediadas
por un estado electronico excitado del sensibilizador que se alcanza tras
absorber un foton de longitud de onda adecuada y pasar al estado singlete, el
cual tiene un tiempo de vida muy corto lo cual limita sus posibilidades de
reaccion, el estado singlete puede decaer al estado fundamental por emision
radiativa, fluorescencia o por desactivacion no radiativa o pasar a un estado
excitado triplete, de menor energia, por cruce entre sistemas. El estado
excitado triplete tiene un mayor tiempo de vida que le permite reaccionar con

otras moléculas con alta eficiencia.



Las reacciones fotosensibilizadas ocurren por dos mecanismos (Figura I-1):
Un mecanismo de tipo | donde el sensibilizador en estado excitado triplete
reacciona con moléculas vecinas ocurriendo una transferencia de electrones
(o de un atomo de H) entre el sustrato y el sensibilizador, produciendo
radicales libres intermediarios que pueden reaccionar con el oxigeno para dar
peréxido de hidrogeno y otras especies reactivas del oxigeno (ROS), las
cuales son muy reactivas y un mecanismo de tipo Il donde ocurre una
transferencia de energia desde el sensibilizador al oxigeno molecular 302
dando el sensibilizador en estado basal y oxigeno singlete, que es una especie
muy reactiva y puede reaccionar con muchas moléculas biologicas. En
determinadas condiciones ambos procesos pudieran ocurrir simultaneamente,
pero no todos los sensibilizadores reaccionan por ambos mecanismos [1-3].
Como resultado de ambos procesos se producen especies reactivas del
oxigeno y entre ellas el oxigeno singulete, Oz.", H202, ‘OH, que son moléculas
quimicamente muy reactivas que pueden interactuar con moléculas de
importancia biolégica como: acidos nucleicos, proteinas y lipidos causando

dafo severo a las células, incluso muerte celular.
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Figura I-1: Mecanismos de las reacciones fotosensibilizadas: Resumen de
algunos estados energéticos posibles en los cuales pasa un compuesto fotoquimico después
de haber absorbido un quantum de luz, desde su estado basal a estado singulete y estado
triplete (parte superior). En la parte inferior, el estado triplete puede continuar su proceso



fotoquimico generando radicales con moleculas del medio (tipo I) o transfiriendo su energia al
estado basal del Oz para generar un 1Oz (tipo I1).

Basandose en esta propiedad de los fotosensibilizadores su uso en medicina
se ha incrementado en los ultimos afios con su aplicacion en una nueva forma
de terapia para el tratamiento de una serie de enfermedades humanas, entre
ellas el diagndstico y tratamiento del cancer (cancer de mucosas, superficiales,
de piel, condiciones precancerosas, displasia de esofago Barrett y otras
enfermedades como la degeneracion macular) [4]. Esta forma de terapia
recibe el nombre de Terapia Fotodinamica (PDT) (Figura I-2), la cual esta
basada en el uso de fotosensibilizadores (PS) que se acumulan o retienen
preferencialmente en el tejido tumoral, irradiando posteriormente el tumor con
luz visible para activar el fotosensibilizador y generar especies citotéxicas,
como ROS que llevan a la destruccion irreversible del tejido de forma
localizada de manera que sélo la masa neoplasica irradiada es dafiada [5].
Como la mayoria de los fotosensibilizadores actlian por mecanismo de tipo Il
necesitan de la presencia de oxigeno, siendo esta la principal limitante de la

terapia fotodindmica en tumores en condiciones de hipoxia.



Phiotodpnansic Therapy of Cancer.
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Figura I-2: Terapia Fotodinamica [6]: Vision general del tratamiento humano de celulas
malignas mediante terapia fotodinamica.

A partir del trabajo pionero de Dougherty [7], esta nueva metodologia ha sido
el objeto de una intensa investigacién [7-17] y en la actualidad algunos
fotosensibilizadores ya han sido aprobados y se encuentran en fase clinica
como por ejemplo Fotofrin ®, Foscan ®, Visudyne ®. La PDT comparada con
otros tratamientos anticancerigenos como son cirugia, terapia de radiacion y
quimioterapia, ofrece la ventaja de ser un método selectivo y efectivo que
destruye los tejidos enfermos sin ocasionar grandes dafios a los tejidos
vecinos. Pese a lo anterior, una de las desventajas importantes del tratamiento
es la poca selectividad de las primeras drogas que salieron al mercado,

generando fotosensibilidad dérmica en las zonas expuestas a la luz ambiental

[71



Los mecanismos de toxicidad involucrados en este tipo de terapia y su
eficiencia depende de varios factores como: las propiedades quimicas del PS,
de las formulaciones farmacéuticas (FF) (una de las grandes limitantes de esta
terapia es la dificultad en la preparacion de las FF que facilite su administracion
parenteral), de la localizacion fisica y acumulacion del PS en el tejido de
interés, el tiempo de irradiacion, la dosis de luz usada, la cantidad de oxigeno
presente y de las biomoléculas dafadas, esto Ultimo esta intimamente ligado
a la localizacion subcelular del PS[18].

Para lograr una eficiente localizacién preferencial en el tejido se estan
estudiando diferentes estrategias que incluyen conjugacién con polimeros o
encapsulaciéon de la droga en transportadores coloidales, como dispersiones
en aceites, liposomas y particulas poliméricas.

Al estudiar el comportamiento de los sensibilizadores utilizados en PDT se han
utilizado liposomas como modelos de la membrana celular. La incorporacién
de fotosensibilizadores poco solubles en agua en sistemas
compartimentalizados como liposomas, emulsiones de aceite o ciclodextrinas
[19-21], permite su adicion a cultivos celulares y también su inyeccién
sistémica al torrente sanguineo, permitiendo de esta manera estudiar su
comportamiento  in-vivo e in-vitro. Se ha demostrado que algunas
formulaciones de liposomas y emulsiones en aceites son vehiculos muy
adecuados para la administracion de fotosensibilizadores in-vivo y se ha
encontrado una correlacion entre la incorporacién al tejido tumoral y la
hidrofobicidad del compuesto [18]. Un buen sensibilizador debe ser un
compuesto quimicamente puro y con minima toxicidad en la oscuridad,
solamente citotdxico en presencia de la luz, ser rapidamente excretado desde
el cuerpo para proveer baja toxicidad sistémica, tener un alto rendimiento
cuantico para eventos fotoquimicos, tener una alta absorbancia con un alto
coeficiente de extincion molar (el ideal es donde la penetracion de la luz al
tejido es maxima y la longitud de onda de la luz es aun energética como para

producir oxigeno singlete).



En nuestro laboratorio se ha estudiado a la Riboflavina (RF) que es una
vitamina hidrosoluble del complejo B (vitamina B2) que esta presente en
organismos Vvivos aerobicos porque es el precursor de dos coenzimas muy
importantes para el metabolismo celular: la flavina mononucleotido (FMN) y la

flavina adenina dinucleotido (FADN).
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Figura I-3: Estructura quimica de la Riboflavina

En presencia de la luz la RF tiene caracteristicas de fotosensibilizador siendo
muy eficiente ya que ademas de actuar por mecanismo de tipo Il como la
mayoria de los fotosensibilizadores generando oxigeno singlete, puede actuar
por mecanismo de tipo | produciendo otras especies reactivas del oxigeno
(ROS) como son el anién superoéxido, el radical hidroxilo y el peroxido de
hidrogeno [22]. La RF en presencia de aminoacidos fotooxidables como
tirosina (Tyr) y triptofano (Trp), (Figura I-3 y Figura I-4), genera fotoproductos
muy citotoxicos, aun en condiciones de baja concentracién de oxigeno (cosa
que no hacen la mayoria de los fotosensibilizadores que son toxicos, pues
dependen el oxigeno para producir las especies toxicas).

Como se habia mencionado anteriormente la RF puede actuar por dos
mecanismos en su reacciones de fotosensibilizacion. EI mecanismo tipo | se
inicia con la abstraccion de un electron (o de atomos de H) generando especies
radicalarias, las cuales son muy reactivas quimicamente y en muchos casos
reaccionan con oxigeno para dar productos oxidados (perdxidos)

(fotoproductos téxicos) y especies reactivas de oxigeno como anion



superoxido, peroxido de H, radical hidroxilo. La RF tiene la ventaja de generar
fotoproductos en presencia de a.a. fotooxidables. Aun a concentraciones muy
bajas de oxigeno la RF fotooxida esos sustratos lo cual la hace una interesante
fuente de estudio para una posible aplicacion en terapia fotodinamica.

La RF triplete también puede reaccionar por transferencia de energia desde la
RF al oxigeno, pasando esta a estado basal y produciendo oxigeno singlete el
cual es una especie muy reactiva y es capaz de reaccionar con diversos
sustratos oxidandolos.

En experimentos anteriores realizados en nuestro laboratorio se demostré que
al irradiar directamente cultivos de células tumorales en presencia de RF se
provoca muerte celular, la que aumenta considerablemente al adicionarse al
medio tirosina (Tyr), triptéfano (Trp) y algunos de su derivados como el acido
3-indol acético. Esto se debe a la formacion de fotoproductos que provocan
una drastica citotoxicidad, sobre células tumorales mieloides de ratén y
humanas [1, 2, 23].
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Figura I-4: Estructura quimica de Triptéfano (izquierda) y Tirosina (derecha)

Se comprobé que esta toxicidad aumentaba al adicionar a los cultivos
celulares fotoproductos generados bajo atmésfera de N2. Esto permitiria su
aplicacion como sensibilizador en condiciones de hipoxia lo cual es una gran
ventaja.

En general una condicion que aumenta la eficiencia de un fotosensibilizador
es su incorporacion a tejidos o células en cultivo. La RF es un excelente
fotosensibilizador pero al ser una vitamina hidrosoluble presenta baja
incorporacion a las células. Con el fin de aumentar la incorporacion del

fotosensibilizador a sistemas bioldgicos, en nuestro laboratorio se esterificaron



los cuatro grupos OH de la cadena ribitii de la RF incrementando la
hidrofobicidad con el largo de la cadena alquilica, obteniéndose los esteres de
RF: 2',3’,4’,5-tetrabutirato (RTB), 2',3’,4’.5'-tetracetato (RTA), 2',3’,4’.,5-
tetrapropionato (RTP) y 2°,3,3’,4’,5 -tetrapalmitato de RF (RTPa), los cuales
han sido caracterizados demostrandose que mantienen las propiedades
fotoquimicas y fotofisicas de la RF (Figura lllI-1) [24]. Se ha demostrado que la
incorporacion de los ésteres flavinicos a células de leucemia humana HL-60
aumenta con la hidrofobicidad del compuesto [24].

Se sabe que los fotosensibilizadores inducen muerte celular al ser irradiados
a una longitud de onda determinada posiblemente por la produccion de
especies reactivas del oxigeno y de otros fotoproductos que se forman en
presencia de aminoécidos fotooxidables como el Trp.

.2 Mecanismos de Muerte Celular

La muerte celular es un fendbmeno que puede ser el resultado de tres
mecanismos diferentes, la necrosis la apoptosis (también llamada muerte
celular programada) y la autofagia. Existen caracteristicas funcionales vy
morfolégicas que diferencian a los tipos de muerte, las que son inducidas bajo
diversas condiciones.

La necrosis conocida también como muerte celular patolégica es un proceso
violento y catastrofico, que se da cuando la célula presenta dafio severo e
irreversible producto de situaciones accidentales o agudas como hipertermia,
hipoxia o agentes que producen un dafio en la membrana [25] y va
acompafada de una serie de alteraciones morfolégicas y metabdlicas hasta la
lisis y muerte final. Se caracteriza por un hinchamiento de la célula al ocurrir
una entrada indiscriminada de liquido, fragmentacion anarquica de la

cromatina con ruptura de las membranas nucleares, de los organelos y de la



membrana plasmatica, liberandose el contenido intracelular provocando una
inflamacion exudativa de los tejidos vecinos.

Por otra parte, la muerte celular por apoptosis o también llamada muerte
celular programada es un mecanismo clave en la homeostasis celular
ocurriendo durante la embriogénesis, la metamorfosis y el recambio de células
senescentes. Se ejecuta hormalmente durante el desarrollo fisiolégico de los
organismos eucariontes para suprimir las células innecesarias o para eliminar
las células que han sido dafiadas por distintos agentes estresantes, tales como
la radiacion UV o vy [26]. Es un tipo de muerte fisiologica totalmente regulada,

donde la célula va desapareciendo poco a poco por autodestruccion

programada.
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Figura I-5: Tipos de muerte celular [27]: Resumen descriptivo de los tipos de muerte
celular. Apoptosis (izquierda) y los efectos fisiolégicos durante su proceso programado de
muerte. Necrosis (derecha), un tipo de muerte no regulado y posterior liberacion al medio de
contenido intracelular generando inflamacién. Autofagia (centro) es un tipo de respuesta
fisioldgica celular, que en un estado inicial es usado por la misma célula para proveer energia
en caso inanicion permanente, para en un posterior paso generar muerte celular similar a los
estados finales de la apoptosis.

La célula que se suicida se aisla de sus células vecinas ya que pierde sus
moléculas de adhesiéon y luego se desintegra de manera ordenada, este

proceso comienza con una disminucion del volumen celular este fenémeno



estd ligado a una pérdida iso-osmotica de agua, con condensacion
citoplasmatica, seguido de alteraciones en la membrana celular con la
formacion de protrusiones llamadas dedos de guante, luego la cromatina se
condensa en la periferia del nicleo, seguida de una retraccion del mismo que
se atomiza en pequefias esferas, se produce finalmente la compactacion de
mitocondrias y otros organelos y formacion de cuerpos apoptoticos. Los
cuerpos apoptoticos pueden contener material nuclear o no, u otros
componentes celulares. Estos cuerpos apoptéticos atraen a los macrofagos
(por las moléculas caracteristicas que aparecen en la membrana), que los
fagocitan sin dejar rastros ni producir inflamacion. Nunca una célula apoptotica
libera moléculas de su interior porque su membrana no se rompe in vivo. En
células in vitro los cuerpos apoptéticos sufren necrosis secundaria [28].
Asimismo, conociendo en detalle el mecanismo de muerte celular puede ser
mejorada la terapia de induccion activa de muerte celular en poblaciones de
células tumorales, efecto principal de la radioterapia y quimioterapia actuales
en busqueda de tratamientos con menores efectos secundarios [28].

Se ha demostrado que el mecanismo de muerte celular provocado por los
fotoproductos de RF vy triptofano (o acido 3-indol acético) cuando son
irradiados en solucién y adicionados a la célula inducen apoptosis [1, 22].
También se ha visto que el efecto toxico de la luz visible sobre estas células
aumenta si son incubadas durante 24 horas antes de la irradiacion con
tetrapropionato (RTP) y tetrabutirato (RTB) de RF. La fototoxicidad aumenta
drasticamente cuando la irradiacion se efectia en presencia de Trp [29].

En la actualidad han sido descritos tres tipos de muerte celular provocados por
procedimientos de PDT: la necrosis, la apoptosis y la muerte celular autofagica
o muerte lisosomal. El primero de ellos se caracteriza por una muerte pasiva
y aleatoria con vacuolizacion del citoplasma y lisis celular, la apoptosis es una
muerte programada inducida por la activacion enzimatica de las caspasas
(cistein proteasas) con formacion de cuerpos apoptoéticos y externalizacion de

la fosfatidilserina; mientras que en la autofagia, la formacion de autofagosomas



permite el desembalaje celular para la posterior actividad lisosomal y
proteosomal, que es favorecida en este tipo de muerte celular [28, 30-35].

La ocurrencia de un tipo de muerte puede depender de diferentes factores
relacionados con la ocurrencia de eventos fotoquimicos, se distinguen: las
condiciones del tratamiento de PDT (concentraciones del fotosensibilizador y
el oxigeno molecular, cantidad de luz empleada), ubicacion subcelular del
fotosensibilizador y la linea tumoral de estudio. De igual manera los tipos de
muerte pueden estar presentes en forma individual, simultanea (en el caso de
la apoptosis y la autofagia) y también es factible que interactien entre si [35-
38]. Por otra parte, el desarrollo de un tipo de muerte bajo condiciones in vitro
no necesariamente implica que se dé a lugar bajo condiciones in vivo; sin
embargo, la diferenciacién del tipo de muerte predominante bajo determinadas
condiciones es de interés terapéutico para su posible prediccién, induccion o
prevencion segun sea el caso.

Uno de los métodos para la deteccion in-vitro de diferentes tipos de muerte
celular promovidos por la PDT, es mediado por el uso de inhibidores de muerte
apoptética y autofagica. EI zDEVD-fmk (bencilocarbonil-Asp(O-Me)-Glu(O-
Me)-Val-Asp(o-Me) fluorometil cetona) es un inhibidor especifico de caspasa-
3, y de uso comun para la deteccién de apoptosis en PDT [37, 38]. Por otra
parte, La 3-metil adenina (3-MA) es un bloqueador de autofagia que inhibe la
PI3-quinasa, necesaria para la formacion de las vacuolas autofagicas [36, 39].
Los fotoproductos generados en las reacciones fotosensibilizadas por la RF y
sus derivados flavinicos son altamente citotoxicos pero desde el punto de vista
bioguimico, los blancos subcelulares y mecanismos para la induccion de la
citotoxicidad no han sido identificados. Por lo que ha sido de nuestro interés
enfocar nuestro estudio en ese sentido.

Pese a las condiciones descritas anteriormente, los fotosensibilizadores no se
acumulan selectivamente en un 100%, dando una distribucién generalizada
por el cuerpo humano, especialmente la piel, impidiendo al paciente poder

exponerse al sol desde 2 semanas (ZnPc, sensibilizador de 22 generacién)



hasta por 6 a 8 meses (Photoprin ®, sensibilizador de 12 generacion). En esta
tesis se buscara la modificacion de los compuestos de RF para que en un
desarrollo posterior, estas puedan ser modificados con moléculas bioactivas

que aumenten la selectividad en las células blanco.

[.3 Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas, son un tipo de nanoparticulas que poseen la
caracteristica especial de ser magnetizables. Esto es de gran interés, ya que
se les puede inducir un efecto magnético (aplicar energia) desde un medio
externo. Es por esto, que existe una investigacion intensa en areas como:
fluidos magnéticos, catélisis, biotecnologia, biomedicina, obtencién de
imagenes por resonancia magnética, almacenamiento de informacién y
cuidado medio ambiental.

Para una visibn completa de las nanoparticulas magnéticas, es necesario
recordar los conceptos basicos de ciclos de histéresis, anisotropia y dominios
magnéticos[40].

Campo Magnético (H): Es un campo de energia generado en el ambiente, que
permite acelerar una carga en el campo.

Magnetizaciéon (M): Es la fuerza generada entre dos dipolos (momento
magnético o momento dipolar) por unidad de volumen.

Flujo Magnético o Induccién Magnética (B): Es la suma de las influencias del
campo magnético (H) y la magnetizacién (M) del material, mas la influencia de
la permeabilidad del medio al magnetismo.

Compuestos diamagnéticos: Compuestos que poseen momentos magnéticos
negativos, es decir, que en presencia de un iman, son repelidos. Esta energia
de repulsion, es de tan bajo valor, que normalmente, se considera que un iman

no afecta al compuesto.



Compuestos Paramagnéticos: Compuestos que tienen momentos magnéticos
positivos, y que en presencia de un campo magnético externo, se alinean a
este.

Compuestos Ferromagnéticos: Son compuestos que espontaneamente (sin
presencia de un campo magnético externo) alinean sus momentos
magneéticos, permaneciendo constantemente magnetizados.

Dominios magnéticos: Es una regién local del material en el cual todos los
momentos magnéticos atomicos estan alineados en la misma direccion.
Anisotropia magnética: Cuando no hay un campo magnético aplicado, la
magnetizacion del material apunta en una direccion especial del enrejado
atomico, dependiente de las caracteristicas particulares de cada compuesto.
Ciclos de Histeresis: La histéresis magnética, se define como la capacidad de
un compuesto ferromagnetico de retener magnetismo cuando se retira el
campo magnético que lo ha inducido. Este se representa en el ciclo de
histéresis, que es la representacion de la magnetizacién o flujo magnético v/s
campo magnético aplicado al compuesto (simil a voltametria ciclica).

Todos los materiales son magnéticos hasta cierto limite, con una respuesta a
un campo magnético dependiente de la estructura atbmica que posea. Si un
material es colocado en un campo magnético de fuerza H los momentos
atOmicos individuales se alinean con el campo, en el caso que sea
paramagnético; un material diamagnético se alinea en el sentido contrario.
Cada material paramagnético consta de dominios internos en donde cada
dominio tiene una direccidbn de magnetizacion particular, en funcién de su
anisotropia y de la estabilizacién de todo el conjunto. Como se ve en la Figura
I-6, la aplicacion de un campo H a un material paramagnético, conlleva la inicial
deformacion de las paredes de los dominios (proceso reversible), con la
consecuente ruptura interna de las paredes de los dominios, para en un altimo
paso, comenzar a fusionarse todos los dominios, para magnetizar el

compuesto por completo en direccion de H.
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Figura 1-6: Dominios magnéticos de un compuesto paramagnético o

ferromagnético: Un compuesto ferromagnético se componen de dominios magnéticos
individuales, que a medida que se le aplica un campo magnético externo, estos se modifican,
incluso fusionan para alinearse con el campo externo.

VAN

En compuestos ferromagnéticos, la magnetizacion, no es lineal a medida que
se aplica un campo magnético a un compuesto (depende de H). Esto se debe
al magnetismo de base que presentan estos compuestos, que puede llegar a
tener un M inicial 10% veces mas grande que compuestos paramagnéticos. En
base a las caracteristicas anteriores, es que los ciclos de histéresis presentan

caracteristicas diferentes, como las que se observan en la Figura I-7.
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Figura I-7: Ciclo de histéresis de un compuesto ferromagnético: Grafico que
representa como varia la magnetizacion de un compuesto ferromagnético a medida que se le
aplica un campo magnetico externo. Una de las caracteristicas fundamentales, es que
después de modificados los dominios magnéticos, al quitar el campo externo (H=0) el
compuesto mantiene una magnetizacién remanente (Mr).

En el punto inicial (0, 0) de la Figura I-7, el compuesto no posee ninguna
magnetizacion (M). A medida que aumentamos H, la magnetizacién del
compuesto aumenta de forma sigmoidea, debido a los cambios internos de
dominios (tanto procesos reversibles como irreversibles), para llegar a un
punto maximo de magnetizacion, llamado magnetizacién de saturacion (Ms),
donde la magnetizacion del compuesto no aumenta mas. Cuando se comienza
a disminuir H, la magnetizacion disminuye, pero siguiendo un recorrido
diferente al inicial, y al llegar a H=0, queda una magnetizacion remanente en
el compuesto, denominada Mg, que es una caracteristica esencial de los
compuestos magnéticos que permite la producciéon de imanes. Siguiendo con
la trayectoria, se hace un ciclo y se vuelve a Ms, donde se pasa por el punto
Hc, que es denominado fuerza coerciva, que es equivalente a la fuerza
necesaria para desmagnetizar un compuesto con una M. Ademas, se puede
definir xi, que es la susceptibilidad inicial de un compuesto, que define la
diferencia entre compuestos magnéticos duros (xi baja, o de dificil

magnetizacion inicial) y magnéticos blandos (xi alta, o de facil magnetizacion).



En sustancias ferromagnéticas, la forma de los ciclos de histéresis esta
determinado por la formay el tamafio de las particulas. Las particulas grandes
tienen varios dominios magnéticos (con sus correspondientes paredes de
dominios), por lo tanto, cuando se aplica un H externo el solo movimiento de
las paredes de dominios para formar un solo dominio modifica la
magnetizacion en sentido del campo externo. Esto conlleva a que se obtenga
un estrecho ciclo de histéresis, es decir, es mas facil magnetizar el material.
Cuando se disminuye el tamafio de las particulas, la cantidad de dominios
disminuye, hasta un punto critico (Dc), donde el tamafio de la particula es del
tamafio de un dominio magnético. En este caso, cuando se aplica un campo
externo, no exista la posibilidad de mover paredes de dominio, y la Unica forma
de alinear el momento magnético, es rotar este vector, proceso
energéticamente mas desfavorable que fusionar dominios, y por lo tanto se
obtienen, ciclos de histéresis mas anchos, es decir, de mas dificil
magnetizacion [8]. Esto se puede observar en la Figura I-8.

M

Figura I-8: Ciclos de histéresis de compuestos ferromagnéticos de diferentes
tamafos: Compacion ilustrativa de como se compartan los ciclos de histéresis de

compuestos ferromagnéticos a medida que se hacen mas pequefios en tamafio. Inclusive, al
hacerse tan pequefios, como del tamafio de un dominio magnetico, se obtiene el fenébmeno
fisico de superparamagnetismo.

Bajo D¢, normalmente en el rango de las decenas de nandmetros, la
nanoparticula se comporta como un dominio con una sola direccién de

magnetizacion, dependiente de su anisotropia.
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Figura I-9: Cambio de magnetizacion de una particula de dominio Unico, y
magnetizacion fija (izquierda) y magnetizacion azarosa (derecha): Pese a que en

ambos casos la magnetizacion de la particula se alinea con el campo magnético externo H,
en ausencia de campo magnético (estado “A” en ambas), este puede quedar fija por el efecto
de los dominios magnéticos alrededor (izquierda) u oscilar libremente debido a la auscencia
de dominios magnéticos alrededor (derecha).

Como la energia de anisotropia magnética depende proporcionalmente del
volumen, hay un volumen critico, bajo el cual la energia de anisotropia
magnética se hace menor que la energia térmica de la particula.

Cuando la energia térmica de la nanoparticula supera la energia de
anisotropia magnética, la magnetizacion de la particula oscila azarosamente
por la particula (Figura I-9 derecha). Esto significa, que la particula deja de ser
ferromagnética (con magnetizacion fija), para pasar a ser paramagnética
(magnetizacion neta 0), pero manteniendo cualidades magnéticas como la de
las particulas ferromagnéticas, es decir, tiene una Ms de alto valor. Este tipo
de particulas, son denominadas, particulas superparamagnéticas [41, 42].

En la Figura 1-10, se muestra el ciclo de histéresis de una particula

superparamagnética (PSPM).

SPM




Figura I-10: Ciclo de histéresis de una particula Superparamagnética: Cuando
las particulas, logran tener un tamafio mas pequefio que su dominio magnético, su
magnetizacion oscila liboremente a una determinada temperatura, y como consecuencia, no
tienen magnetizacion remanente en ausencia de campo externo.

Como se puede observar en la Figura I-10, las particulas PSPM tienen ciclo
de histéresis con caracteristicas del ciclo de histéresis de las particulas
paramagnéticas, pero con valores de Ms similares a los de los compuestos
ferromagnéticos.

Las caracteristicas fundamentales que tienen las PSPM, para aplicacion
bioldgica son las siguientes:

La magnetizacion de las PSPM en ausencia de un campo magnético es 0 (H=0
— M=0). Esto permite que las PSPM sean estables en solucion, y no se
agreguen, por atraccién magnética.

La magnetizacion remanente de las PSPM es Mr=0. Esto las hace aplicables
para entrega de farmacos, debido a que pueden ser atraidas por campos
magneéticos a sitios especificos, y luego que se retira el campo magnético, las
particulas vuelven a tener magnetizacion 0, impidiendo la aglomeracion en las
arterias, y posibles coagulos.

La Magnetizacion de Saturacion es de magnitud similar a la de los compuestos
ferromagnéticos, por lo tanto, no se necesitan elevados campos magnéticos
para poder ejercer atraccion magnética sobre ellas.

El tamafio de las PSPM (del orden de la decenas de nanémetros) permite
obtener altas relaciones Superficie:Volumen, permitiendo a la vez, elevadas
cargas de sustancias que pueden ser entregadas como agentes terapéuticos.
En la actualidad, hay muchos materiales magnéticos disponibles en el
mercado, con una muy variada gama de propiedades magnéticas. Sin
embargo, muchos de estos, son altamente toxicos, como el cromo y el cobalto,
y por lo tanto, no pueden ser usados en aplicaciones médicas o bioldgicas. Sin
embargo, los materiales basados en oOxidos de hierro, como la magnetita

(Fes0a4) y la magemita (Fe20s3), son relativamente seguros, y en la actualidad



son ampliamente usados con propdsitos médicos [41, 43-47], como por
ejemplo, en imagenes de resonancia magnética nuclear (IRMN).

Las PSPM maés investigadas en la actualidad son las de magnetita (FesOa4)
debido a su facilidad de produccion, estabilizacion, caracteristicas magnéticas

e inocuidad en su aplicacion in-vitro e in-vivo.

.4 Nanoparticulas de Silicio

En los ultimos afios, un nimero cada vez mayor de publicaciones demuestran
la posibilidad de utilizar nanoparticulas en PDT [9, 10, 12, 48-55].

Se ha demostrado que las nanoparticulas pueden acumularse en el sitio del
tumor por endocitosis y paso vascular. Ademas, las nanoparticulas pueden
modificarse superficialmente usando una orientacién especifica (tales como
anticuerpos) para la accion especifica de la célula blanco. La encapsulacién
de las drogas en las nanoparticulas de Si o en la superficie son facilmente
viables, no toxicas, quimicamente inerte y Opticamente transparente [50, 56-
58].

Ademas de proteger el farmaco de interferencias externas, la matriz de silice
puede mejorar la selectividad del farmaco hacia las células cancerosas al
tiempo que reduce su toxicidad hacia células normales, como se ha observado
en la hiperpermeabilidad de microvasos tumorales a moléculas grandes [52].
El tamafio de poro de varios modelos vasculares de tumores ha informado que
oscila entre 300y 700 nm [41], dando la posibilidad a que nanoparticulas
(<100nm) puedan tener paso a capas intersticiales de células.

La preparacion de particulas de Si cargadas con moléculas puede ser dificil
debido a la naturaleza altamente hidréfobica de la molécula organicas en
comparacion con la superficie hidrofila de Si [59]. Debido a esto,
modificaciones quimicas pueden ser una eficiente solucion para poder

encapsular fotosensibilizadores en estos nanocompuestos.



Debido a lo anterior, las nanoparticulas de Si o cubiertas con este material,

presenta grandes ventajas para el transporte de drogas para uso humano [48-
50, 56-67]:

1.5

Las nanoarticulas de Si mesoporosa, permite agregar grandes
cantidades de drogas debido a su alta relacion superficie:volumen.

El Si es considerado inocuo y no toxico para el uso humano.

El Si es estable ante diversos ambientes quimicos y fisicos del cuerpo
humano (cambios de pH, temperatura, presion osmatica, etc).

Gran facilidad de modificacion quimica y/o biolégica en su superficie

para mayor selectividad en su proyectado uso.

Hipotesis

Las flavinas son eficientes fotosensibilizadores. Para una futura aplicacién en

terapia se propone que:

1. La muerte inducida por accion de la luz y flavinas puede inducir muerte

celular por mecanismos de apoptosis o autofagia.

2. La incorporacion a nanoparticulas deberia mantener las propiedades

fotoquimicas y fotofisicas de las flavinas, ademas de aumentar la
estabilidad de la RF, la incorporacion y fototoxicidad del tratamiento.

.6 Objetivos generales

Estudiar los mecanismos de muerte celular inducidos por Riboflavina y
algunos de sus derivados por accion de la luz en células tumorales.
Encontrar las condiciones Optimas para incorporar RF a nanoparticulas

para una futura aplicacion en terapia humana o antiinfecciosa.



I.7 Objetivos especificos

1. Evaluar el tipo de muerte celular producido por derivados de riboflavina
esterificados.

2. Sintetizar y caracterizar fisica y quimicamente nanoparticulas super-
paramagnéticas y de silicio, del orden de los 20 nm.

3. Sintetizar un derivado de riboflavina que pueda servir como
estabilizante y a la vez como fotosensibilizador.

4. Unir fotosensibilizadores a las nanoparticulas (magnéticas y sililadas),
evaluar estabilidad y caracterizacion quimica y fisica.

5. Evaluar propiedades fotoquimicas de las nanoparticulas con los
fotosensibilizadores.

6. Evaluar aplicacion de las nanoparticulas en células tumorales,

realizando experimentos a nivel in-vitro.



Capitulo Il. Parte Experimental

.1 Materiales, equipos y reactivos

I1.1.1 Reactivos

Se utilizaron los siguientes reactivos directamente sin mayor purificacion. De
GIBCO BRL: Tripsina-EDTA, Antibiéticos-antimicoticos (PenicillinaG, sulfato
de sodio, streptomicina, anfotericina B); De GURR: Azul Trypan; De MERCK :
Bromuro  3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5 difenil-2H-tetrazolio, NaCl p.a.,
NaH2PO4*H20 p.a., NaHPO4*2H20 p.a., Cloroformo, Etanol, Metanol, Acido
Propionico, Anhidrido propionico, Anhidrido butirico, Acido butirico, Acuasol,
Acido Percldrico, DL-(a)-Fosfatidil colina, dipalmitoil (DPPC) p.a.; De SIGMA
CHEMICAL CO.LTDA.: Dulbecco’s Modified Eagle’s medium, Riboflavina p.a.,
Suero fetal bovino, DL-(a)-Fosfatidil colina, dipalmitoil (DPPC) p.a., DABCO:
1,4-Diazabiciclo(2,2,2)octano (DABCO Trietilendiamina); De BDH
CHEMICALS LTDA.: L-Triptéfano p.a.

I1.1.2 Disoluciones

Las siguientes disoluciones fueron utilizadas regularmente: PBS 0,1M a pH 7,2
GKN a pH 7,2., medio liquido Dulbecco modificado por Eagle (DME), medio
Completo ( Medio Eagle modificado por Dulbecco con 10%suero fetal bovino,
1% de antibidticos), aminoacido Triptofano, a 2mM en DME, RF a 200 uM en
DME, RTP y RTB a 200uM en dispersion de liposomas, Buffer TBE 0,5x (Tris,
acido bdrico, EDTA), DABCO: 1,4-Diazabiciclo(2,2,2)octano  (DABCO

Trietilendiamina).



1.2 Métodos

[1.2.1 Sintesis de los ésteres de Riboflavina (RF):

Todos los reactivos utilizados en las sintesis son de grado analitico. Todas las
sintesis de los derivados flavinicos esterificados se efectuaron segun el

método modificado de Ogasawara [24].

.2.1.1 2°,3’,4’,5-Tetrapropionato de Riboflavina (RTP).

100 mg de RF fueron afiadidos a 10 ml que contenian una mezcla 1:1 de acido
propionico y anhidrido propiénico, luego fueron cuidadosamente afiadidos 0.2
uL de HCIO4 al 70%, agitandose la mezcla por 12 h en bafio de agua a 50C,
enfriandose posteriormente en un bafio de hielo y diluyendo con un volumen
igual de agua, después se realizaron 3 extracciones con 25 ml de CHCL3, los
extractos recolectados son lavados 4 veces con 25 ml de agua desionizada
seguido de una extraccion con 25 ml de una solucién saturada de NaCl. La
solucion fue evaporada a sequedad y el producto fue recristalizado 4 veces en
una mezcla CH30H: H20 (17:3). El rendimiento experimental fue del 75%.

11.2.1.2 2°,3’,4’,5’-Tetrabutirato de Riboflavina (RTB).

100 mg de RF fueron afiadidos a 10 ml que contenian una mezcla 1:1 de acido
butirico y anhidrido butirico, luego fueron cuidadosamente afiadidos 0.2 ul de
HCIO4 al 70%, agitandose la mezcla por 24 h en bafio de agua a 50C,
enfriandose posteriormente en un bafio de hielo y diluyendo con un volumen

igual de agua, después se realizaron 3 extracciones con 25 ml de CHCLS3, los



etractos recolectados son lavados 4 veces con 25 ml de agua desionizada
seguido de una extraccion con 25 ml de una solucion saturada de NaCl. La
solucién fue evaporada a sequedad y el "producto fue recristalizado 4 veces
en una mezcla CH30H: H20 (17:3). El rendimiento experimental fue de un
65%.

Estos derivados fueron caracterizados por espectroscopia H-RMN;

fluorescente y de absorcion [24].

[1.2.2 Cromatografia en capa fina.

Para la identificacion de todos los derivados, se utilizé una mezcla de corrida
CHCL3: CH3COOH glacial: CH-OH (18:1:1).

Las placas para cromatografia sobre Al utilizadas, contiene silica gel n 60
F254. Se utilizd6 una ldmpara UV marca GALLENHAMP LCF-870-R, para

visualizar el Rf de las flavinas sintetizadas.

11.2.3 Espectros

Los espectros de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorimetro Perkin
Elmer LS 55 (con lector de placa multipozo), la Aex. de las flavinas es a 450
nmy la Aem es a 520nm.

Los espectros de absorcion se realizaron en un espectrofotdmetro Hewlet
Packard 8453, con arreglo de diodos. Las mediciones de absorbancia en
placas multipozo se efectuaron en un lector de placas multipozo.

Los espectros IR se obtuvieron en un equipo Bruker, IR VECTOR 22 y los
espectros de RMN en un espectrometro Bruker AC-300P.



Se utilizé un lector de placas Biotek, Sinergy HT para las mediciones de
muestras (absorbancia o fluroescencia) cuando el nimero de muestras fuese

muy alto o en condiciones bidlogicas de esterilidad.

[1.2.4 Sintesis y caracterizacion de RF-Si4

A 0,27 mmol de riboflavina, se afiadieron 1,2 mmol de isocianato de 3-
(trietoxisilil) propilo en 50 ml de DMF seco en presencia de 250 ul de
trietilamina (EtsN). La reaccion se realiz6 a 70°C durante 48 h en una atmosfera
seca saturada de N2 en la oscuridad. Obsérvese que el producto RF-Si4
mostré una buena solubilidad en disolventes organicos como el cloroformo,

algo que también indica la modificacion real de la cadena de ribitil.

[1.2.5 Sintesis de la nanoparticula de Fes0Oa4

La formacién de las nanoparticulas se realizé mediante el proceso de co-
precipitacion. Se mezclaron 0,3 g FeS0s4, y 0,62 g de NH4Fe(SOa4)2 en agua
destilada, bajo ambiente de N2, y la temperatura se eleva a 80 °C. Se agit6 la
solucién a 30.000 rpm, y se agregd NH4OH. Se esperdé 30 minutos con
agitacion constante y ambiente de nitrodgeno.

Se implement6 un sistema domestico para la obtencién de las revoluciones

requeridas para la coprecipitacién, que se muestra en la Figura Il-1.



Figura ll-1: Implementacion domestica de agitador de altas revoluciones: Rotor
marca Dremmel® con una adaptacion de acero inoxidable de 5 mm de espesor y 7 cm de
largo. Esto permite agitaciones de 30.000 rpm.

[1.2.6 Sintesis de RF-Si4@Si

En general para cualquier recubrimiento de silicio, se utilizo el procedimiento
de Stober [68]. En resumen, se afiadieron 640 mg de IGEPAL-CO a 10 ml de
ciclohexano y se sonicaron durante 10 minutos en sonicador Transsonic 310,
marca Elma. Se afiadioé en funcién de la cantidad necesitada por experimento
de RF-Si4 (1,0 mg / ml en tolueno), 136 pul de NH4OH y 110 pl de TEOS y
luego se dej6 agitando durante 16 horas en la oscuridad. La solucién se
centrifugé a 10000 rpm durante 5 minutos y después se lavé con 5,0 ml de
metanol, este procedimiento se repitio tres veces. Las particulas y el RF-Si4
no incorporado se lavan en la fase metandlica. El producto se aisl6 por
centrifugacion (8000 rpm, 10 min) y después se lavé con metanol hasta que
no se detectd RF-Si4 en el UV-Vis. Las muestras de control preparadas sin
RF-Si4 se prepararon siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente.
Mediciones de la RF-Si4 no unida en la fase metandlica es = 20% de la

concentracion inicial del colorante que se incorpora en las nanopatrticulas.



I1.2.7 Caracterizacion fisica de los nanomateriales

RF-Si4 @ NP se caracterizd usando un microscopio de barrido de superficie
(SEM) JSM-7500F de Jeol Ltd. Las muestras de SEM se prepararon
depositando 10 ul de la suspension de nanoparticulas sobre una rejilla de Cu
y secandose bajo vacio en un desecador durante 24h. La suspension de las
nanoparticulas se caracterizo también por el uso de dispersion dinamica de la
luz en un Malvern Zetasizer Nano ZS a 20°C en cuvetas de 1,0 cm de

trayectoria desechables.

[1.2.8 Liposomas

Se prepararon liposomas unilaminares utilizando el método de inyeccion de
Kremer [69], usando una razon fosfolipido/ etanol de 10 mg/ ml, esta solucion
es afadida gota a gota a un volumen determinado de medio acuoso
tamponando (DME) con una relacion etanol: tampon (0,5:10), a 56°C con
agitacion vigorosa. Se utiliz6 como medio acuoso tamponado el medio de
cultivo celular Dulbecco modificado por Eagle (DME) y los esteres de RF (RTB
y RTP) se disolvieron en la solucidbn etandlica del fosofolipido

dipalmitoilfofatidilcolina.

11.2.9 Cultivos celulares.

Células HL-60 (leucemia humana) y Hela (carcinoma de utero humano) fueron
cultivadas a 37°C, 10% CO2, 100% de humedad en medio minimo Eagle
modificado por Dulbecco (DME) enriquecido en glucosa y suplementado con
suero fetal de bovino, aminoacidos no esenciales, antibiéticos (streptomicina 'y

penicillina ) y antimicoticos en Incubadora con atmosfera de CO2, Hera Cell,



modelo SORVALL Heraeus. Se utilizaron placas de cultivo multipozo segun el
meétodo descrito en Edwards, et al.,[2]. Para los ensayos se adiciono el o los
compuestos a estudiar disueltos en el medio de cultivo. Los compuestos
hidrofébicos se adicionaron al medio incorporados a liposomas. El efecto se
observé directamente en la placa de cultivo en un Microscopio invertido
equipado para contraste de fase, modelo Axiovert 25, Zeiss, equipado con
contrate de fase. Todos los experimentos se realizaron en condiciones de
méaxima esterilidad trabajando bajo una campana de flujo laminar horizontal
modelo EQU/03-EHC, Esco, con material estéril desechable.

Para esterilizar todos los materiales ocupados se utilizé una autoclave eléctrica
de 22L, Wisconsin Aluminum Foundry.Co., Inc. Model 25X. Cada ciclo, se
cargaba con productos a sterilizar hasta maximo de 75% de su capacidad, en

el cual se realizaban ciclos humedos de 30 minutos a 121 °C.

11.2.10 Viabilidad celular.

11.2.10.1 Ensayo de Viabilidad celular por exclusiéon de Azul tripan.

Se emple6 como criterio rapido de viabilidad la exclusién por la tincion vital,
azul tripan, contando el nimero de células viables (aquellas que no aparecen
tefiidas de azul) en una camara contadora de Neubauer en un microscopio
invertido Zeiss, este método se basa en que se tifien de azul las células que
han perdido la selectividad de la membrana [70].

La determinacion del namero de células es fundamental para preparar
soluciones con una densidad celular requerida, se realiz0 tomando una
muestra de 500 pL de un cultivo patron (las células HeLa son previamente
tripsinadas), a la cual se agregd un volumen igual de azul trypan (azul trypan
0.4% en PBS) con el objetivo de tefir las células muertas. De la solucion

resultante se toman 16 yL que luego se adicionan a una placa contadora de



Neubauer y se observa al microscopio para proceder a contar aquellas células
qgue no se encuentren tefiidas de azul. El factor de conversién es de 1*10*
células/mL (ademas de multiplicar por la dilucién). Se consideré el conteo en

duplicado con una diferencia de +4 para todo el campo.

11.2.10.2 Ensayo colorimétrico para cuantificar la viabilidad celular

(MTT)

Los resultados de toxicidad de los experimentos de irradiacion fueron
cuantificados espectrofotométricamente usando el ensayo de viabilidad de
MTT (3-(4,5-dimetil-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromide, tiazol blue) segun
Mosmann [71]. En la Figura 1l-2 se muestra la reaccion del MTT, brevemente
el anillo de tetrazolio es cortado por accion de las deshidrogenasas en
mitocondrias activas y convertido en formazan (cristales azules); por tanto, la
reaccion ocurre solo en células vivas. Se cuantifico la viabilidad utilizando un

espectrofotometro lector de placas multipozo.

F"f Deshidrogenasas Mitocondriales HNHN\
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Figura llI-2: Reaccion de MTT a formazan por accion del metabolismo de
enzimas mitocondriales [72]

En una placa de cultivo (96 pocillos) se agrego 10 pl de una soluciéon de MTT
de concentracion 5 mg/mL en PBS para 100 pl de solucién de células HL-60 o
HeLa (ya tripsinadas 300 ul de Tripsina al 10% en GKN y 700 pl de DME). Se



Incubd durante 4 horas a 37°C. Terminado el tiempo donde la reaccion se lleva
a cabo, ésta se detuvo con 100 pl de una solucién de HCI al 0.04 N en
isopropanol p.a. Se homogenizan los pocillos y se lee en un espectrofotémetro
con lector de placas multipozo a una longitud de onda de 570 nm con una
referencia de 690nm.

Se usa como blanco 100 pl de DME con 10 pl de MTT y 100 ul de HCL 0.04N

en isopropanol.

11.2.10.3 Tratamiento con Tripsina de células HeLa.

Del pocillo de células, se descarta la disolucion sobrenadante de MC y se lava
tres veces con solucion tampén de GKN. Posteriormente se agregan 5mL de
tripsina-EDTA 10% y se incubaron durante 5-10 minutos a 37°C para permitir
que la tripsina actue y se separen las células. Pasado dicho tiempo se detiene
la reaccion con 5mL de medio completo (MC). (El medio de cultivo completo
contiene 10% de suero fetal de bovino que contiene inhibidores naturales de

tripsina).

[1.2.11 Estudio de incorporacion de los fotosensibilizadores.

La incorporacion de las flavinas a las suspensiones celulares se realizo en el
medio de cultivo enriquecido con los esteres RTB, RTP, segun la
concentracion final deseada por pocillo (0.5*108 cel/pocillo). Después de 6,12,
24 h de incubacién a 37C, 10% CO2 y 100% de humedad, las células son
lavadas dos veces con PBS. Después son incubadas toda la noche con un
detergente (SDS) en agitacion. La concentracion de las flavinas se determiné
espectrofluorométricamente. La emision fluorescente caracteristica de las

flavinas se midi6 a una Aem=525nm y utilizando una iex= 450, la



concentracion de las flavinas se calculé por interpolacidon con una curva

estandar para cada derivado.

11.2.12 Sistema de irradiacion.

Las irradiaciones de las células se efectuaron directamente sobre placas de
cultivo multipozo de 24 pocillos donde se crecieron las células HL-60 en
suspension y HelLa (hasta formar la capa confluente). Se irradié con luz visible
utilizando una lampara con ampolleta de luz blanca de 60 watts. durante 2h a
una intensidad de 40 Jm2s?! medida con Radiémetro YSI-KETTERING
Modelo 65 A, segun el método descrito por Edwards et al., [2].

En el caso del experimento de la Figura lll-42, se utiliz6 un sistema de
irradiacion Luzchem LED-L16, con una dosis de luz azul incidente que se

describe en la Figura 111-42.

[1.2.13 Experimentos de irradiacion.

11.2.13.1 Células HL-60.

Una solucién de densidad celular de 0.25 x108cel/mL se sembré por pocillo y
se le incorporan 200 ul de las flavinas (RF en DME y RTB o RTP en liposomas
de concentracién (200uM)) y 100 pL del aminoé&cido (Trp) en solucién de 2mM
completandose con 200 ul de DME, (concentracion de flavinas de 80 uM y del
trp 400 pM, por pocillo). Se incubaron por 6 0 12 horas, a continuacion, se
irradiaron durante 2 horas con luz visible a 40 Jm=?s?t, se alimentan

posteriormente con 500 ul de DME y se incubaron por 6, 12 o 24 horas para



cuantificar la viabilidad celular mediante el método del MTT. El volumen final

en cada pocillo de placa de cultivo correspondio a 1000uL.

11.2.13.2 Células Hela.

Previa tripsinacion de las células y posterior cuantificacion se siembran
0.25x10%cel/mL por pocillo. Se incubaron en DME durante 24 horas para
permitir el crecimiento normal de las células formando una capa confluente. A
las 24 h se enriquecen los medios con 100uL del amino&cido (Trp) en solucion
2mM y 200uL de una solucion de flavinas (RF, RTB o RTP) de concentracion
200 pM, se completa con 200 pl de DME, (concentracion de flavinas de 80 uM
y del Trp 400 puM, por pocillo) se incubaron durante 6h y a continuacion se
irradiaron durante 2 horas para alimentarlas posteriormente con 500 pl de DME
e incubarlas por 12 horas para cuantificar la viabilidad celular mediante el

método del MTT. El volumen final en cada pocillo de las placas fue de 1000pL.

[1.2.14 Microscopia de fluorescencia.

El ensayo se realiz6 en células HeLa que fueron sembradas en un porta objeto
que se coloc6 en una placa petri con medio, y crecidas durante 4 dias hasta
gue la capa comenzara a ser convergente y cubriera todo el cubre objeto, las
flavinas fueron adicionadas a muy altas concentraciones (500 uM) durante 4 h
después se lavaron 5 veces con PBS y se observaron al microscopio de
fluorescencia.

La preparacién de las muestras se realiz6 montando cada cubre con las
células crecidas hacia abajo sobre un portaobjetos con medio de montaje

DABCO para fluorescencia.



[1.2.15 Microscopia electronica de trasmision.

Las células HL-60 fueron colectadas por centrifugacion a baja velocidad por
10 min. Las células HelLa fueron previamente incubadas con tripsina-EDTA por
4 min a temperatura ambiente. Las células fueron fijadas con glutaraldehido al
2 % en buffer cacodilato 0,1 M pH 7,4, se post-fijan con OsO4 al 1%, se
deshidratan con acetona, y se incorporan a Epon. Cortes finos (400-500 A)
son tefidos con acetato de uranilo al 4 % en metanol y citrato de plomo [2]. Se
observaron en un microscopio electrénico Phillips TECNAI 12 de la Unidad de
Microscopia Electronica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia

Universidad Catolica de Chile.

[1.2.16 Experimento de Anexina V-FITC y Yoduro de Propidio

Este experimento fue realizado siguiendo las instrucciones del fabricante (BD
Biosciences). 5 pL de Anexina V-FITC y 10 uL de Yoduro de Propidio (PI)
fueron agregados a 100 pL de células tratadas o control (1*10° células/mL). La
disolucién fue suavemente agitada e incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente en la oscuridad, para luego agregar 400 pL de tampdn de union
(disolucion provista por el fabricante BD Biosciences). Las muestras fueron
analizadas por citometria de flujo después de 1 hora.

[1.2.17 Citometria de Flujo

Muestras de 20.000 células fueron analizadas utilizando el citometro de flujo
FACscan Beckton Dickinson. El software utilizado fue Fluorescence Activated
Cell analysis Lysys Il (Laboratorio de Inmunologia, Facultad de Ciencias,

Universidad de Chile). La fluorescencia fue detectada con el canal FL1



equipado con flitro de 500-550 nm para la medicién de la Anexina V-FITC y el
canal FL2 equipado con filtro de 550-600 nm para la deteccion de Yoduro de

Propidio.

[1.2.18 Caracterizacion fotofisica de RF-Si4 y nanoparticulas de RF-

Si4@Si

Los espectros de absorcion fueron llevados a cabo en el espectrofotometro
UV-Visible Cary-100 usando una cubeta de Quarzo de 1x1 cm. Las medidas
de emision de fluorescencia fueron llevadas a cabo en el espectrofluorimetro
Photon Technology International (PTI) a temperatura ambiente. Espectros de
emision fueron medidos a velocidad de 1000 nm/min para evitar
fotodegradacion de las moléculas. Los rendimientos cuanticos de
fluorescencia fueron calculados a partir de la integracion del espectro de
emision del compuesto de referencia y el que se desea medir,.y expresado
como éarea bajo la curva (ABC). Estos datos permiten calcular el rendimiento
cuantico de fluorescencia (®rL-muesTrAa) de la siguiente manera:

AUCMUESTRA

d - A450nm_MUESTRA
FL_MUESTRA — *FL_RF_EtOH AUC
RF_EtOH

2
] X MUESTRA

i ] X Nk pton
450nm_RF_EtOH -

Ecuacion II-1: Ecuacion que permite el calculo del rendimiento cuantico de
fluorescencia de una muestra problema.

De la Ecuacion II-1, se aplica que @y rr gron = 0,32 [73]. Medidas de tiempos
de vida de fluorescencia fueron medidos con el equipo Easy-Life (de PTI)
usando pulsos de excitacion de LED de 350 nm y la vida media calculada con

el software provisto por el mismo equipo.



[1.2.19 Mediciones resueltas en el tiempo.

Las medidas de fluorescencia resueltas en el tiempo fueron llevadas a cabo
utilizando un sistema Easy-life el cual tiene como fuente de excitacion un LED
(light-emitting diode) a 355 nm. Los espectros de absorcion de los transientes
se registraron en un sistema de laser flash fotolisis LFP 111.

11.2.20 Medidas de la fosforescencia de oxigeno singlete.

La fosforescencia de oxigeno singulete fue registrada a 1270 nm después de
la excitacion de las moléculas en estudio. Se empleo un detector Peltier-cooled
(-62.8°C) Hamamatsu NIR operando a -730 V acoplado a un sistema
computarizado de control de monocromadores. Los resultados fueron
procesados en un software Luzchem Research LFP-111.

Las mediciones de la seccion 1.4 fueron realizadas en el Centro para la
Investigacion de Catalisis e Innovacion, Departamento de Quimica,

Universidad de Ottawa (Canadd).

[1.2.21 Oxidacién de proteinas

En todos los casos, se irradiaron soluciones de tampoén fosfato 10 mM pH 7,4
que contenian 50 uM de albumina de suero humano y el derivado de RF en un
fotorreactor controlado por ordenador CCP-4V (Luzchem®, Ottawa, ON,
Canada) con 14 lamparas UVA para intervalos de tiempo incrementales. A
cada intervalo de tiempo, se tomaron alicuotas de 100 pL de solucion y se
almacenaron a -80°C en la oscuridad para sus analisis posteriores: peroxidos

o carbonilo. Las mediciones del consumo de oxigeno también se llevaron a



cabo usando un electrodo de oxigeno MI-730 mM Bedford (Microelectrodes,

Inc.) y se evaluo el efecto de la azida sédica y el 6xido de deuterio.

11.2.22 Per6xidos

Se determiné el contenido de perdxido total usando un Peroxo-Quant
colorimétrico (de Thermo Scientific), que se basa en la oxidacion de Fe (Il) /
(ll1) tras la reaccion de Fenton con los peroxidos. ElI complejo de Xilenol
naranja / Fe (lll) resultante produce una nueva absorcion medida a 595 nm
[74] en un lector de microplacas, que es proporcional a una concentracion

dada de peroxidos.

11.2.23 Carbonilos

La oxidacion de proteinas se estudio usando un kit de ensayo colorimétrico de
proteina carbonilo, que se basa en la reaccion entre 2,4-dinitrofenil-hibrazina
(DNPH) y carbonilos de proteina. La DNPH reacciona con carbonilos proteicos
formando una base de Schiff para producir la hidrazona correspondiente, que
puede analizarse espectrofotométricamente midiendo su absorbancia a 370
nm [75].

11.2.24 Oxidacién de dihidroetidium

Para esta medicion, se emplearon 20 uM de dihidroetidium como sensor de
formacion del radical superoxido [76, 77]. Las muestras se irradiaron utilizando
un sistema LED de 465 + 10 nm equipado con un conjunto de lentes que
permitian expandir homogéneamente el haz de LED y darle una forma

rectangular como se ve en la Figura I1-3. Se detecto la emisidn de fluorescencia



a una excitacion de 518 nm vy se registré entre 525-690 nm con una velocidad

de exploracion de 600 nm / min en un fluorémetro LS-50 Perkin Elmer.

Figura II-3: Adaptacion Optica para homogeneidad del haz de irradiacion:
Montaje ptico para homogeneidad del haz de luz. Debido a que los LED tienen dispersion de
luz, esta luz se enfoca en un punto para aumentar la dosis y homogeneidad de energia que
recibe la muestra.



Capitulo Ill. Resultados y Discusion

1.1 Muerte celular inducida por riboflavina

Nuestro laboratorio ha investigado por afos la riboflavina (RF), en el ambito
de la fotoquimica. Resultados previos indican que es un fotosensibilizador
eficiente de mecanismo mixto, tipo | y Il, y que su accion se ve potenciada en
la presencia del aminoacido esencial triptéfano (Trp) [22, 78].

Un problema que presenta RF como fotosensibilizador es su rapida
fotodegradacion al ser irradiado con luz azul, blanca o UV. Nuestro laboratorio
ha reportado la esterificacion de la cadena ribitil de RF con acidos carboxilicos
de diferentes largos de cadena, caracterizando los derivados tetra acetato
(RTA), tetra propionato (RTP) y tetra butirato (RTB) de RF, demostrando un
aumento en la estabilidad fotoquimica de estos derivados [24]. Las estructuras

de estos compuestos se muestran en la Figura Il1-1.
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Figura IlI-1: Molécula de Riboflavina y sus derivados: A la izquierda se muestra la
molécula de riboflavina. A la derecha se muestra la molécula de riboflavina modificada en la
cadena ribitil.

Se estudio las propiedades de estos compuestos para ser utilizados como
fotosensibilizadores en células tumorales humanas, utilizando como modelos
célulares HL-60 de la linea mieloide (leucemia) y HeLa de carcinoma cervical,

el segundo cancer mas comun en mujeres jovenes.



La incorporacién del fotosensibilizador es un factor importante, ya que puede
determinar el tipo de dafio que genere desde el interior de la célula. En una
primera etapa se estudié la incorporacion de estos compuestos a células HL-
60 determinando la emision fluorescente caracteristica de las flavinas (Aex=
450 nm; Aem = 520 nm). Los resultados se muestran en la Tabla llI-1, donde
se observa que, al aumentar la liposolubilidad, expresada como el reparto
octanol agua, aumenta la incorporacion de los compuestos a las células, y que
consecuentemente los esteres RTP y RTB son los que presentaron la mayor
incorporacion. Estos resultados concuerdan con trabajos previos de nuestro
grupo en el que se observé que un aumento en la liposolubilidad favorecia la

incorporacion a tejidos de raton [24].

Flavinas nmol Fliavinas /108 Distribucion Octanol /
células Agua
RF 7.3*10° 0.11
RTA 9.7*10° 3.6
RTP 2.11*107 18
RTB 8.59*107 27

Tabla IlI-1: Incorporacion de diferentes derivados de riboflavina en células

tumorales: Nombre de las flavinas respecto a la Figura Ill-1. Cantidad de compuesto
respecto a 1*10° células.

Para los esteres que presentaron la mayor incorporacién, TRP y TRB, se
estudio el efecto de la concentracion en la incorporacion en células HL-60 y
HelLa. Los resultados se muestran en la Figura IlI-2. Se debe notar que la
escala de la Figura IlI-2A (células HelLa) esta amplificada 17 veces respecto a
la 2B (células HL-60). Esta mayor incorporacion de ambos compuestos a las
células HL-60 puede deberse a que crecen en suspension y tienen mayor

superficie de contacto con las flavinas durante la incubacion que las células



HelLa, que crecen en monocapa. Para ambas células se observa que la
incorporacion de RTB es considerablemente mayor que la de RTP, por lo que

este estudio se centré en RTB.
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Figura IlI-2: Incorporacién de RTB y RTP a diferentes concentraciones:
Incorporacion de las diferentes flavinas a diferentes concentraciones en 2 tipos de lineas



celulares: HeLa (A) y HL60 (B). Las flavinas se incorporan por 6 horas y se mide la cantidad
incorporada en mmol de flavina por cada 1*106 células.

Se estudio el efecto de la irradiacion con luz monocromatica azul (A = 452 nm)
sobre las células HL-60 y HelLa a las que previamente se habia incorporado
distintas concentraciones de RTB. Se incorpor6 también las mismas
concentraciones de RTB conteniendo Trp 0,8 mM cada una, para comprobar
si el efecto potenciador reportado para este aminoacido se manifiesta en estas
células tumorales [2, 79]. Los resultados se muestran en la Figura Il1-3.
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Figura 1lI-3: Viabilidad celular de células tumorales irradiadas con
fotosensibilizador: Efecto de la concentracién de RTB, con y sin Trp, en células HelLa (A)
y HL60 (B). El efecto fue medido después de incorporar por 12 horas y evaluada la viabilidad
celular 12 horas post-irradiacion por el método de MTT. El andlisis estadistico indica (***)
P<0,001 en ANOVA de dos vias para todas las muestras (excepto 0 uM).



Se observa que en ambos tipos de células el efecto de la luz provoca una
importante disminucion en la viabilidad, que no se ve afectado por la presencia
de Trp en estas condiciones. Se incluye los resultados para los controles
oscuros (sin irradiar) en los que se observa un efecto dosis respuesta no
despreciable para las células HL-60. Esto puede estar relacionado con la
considerable mayor incorporacion de RTB en estas células, y por ello se tuvo
la concentracién de 40 uM como limite maximo de concentracion de RTB en
células HL-60.

Habiendo determinado que RTB es toxico por accion de la luz, es importante
desde el punto de vista de una aplicacion en terapia fotodinamica, estudiar el
tipo de muerte celular que inducen los compuestos cuando actlan como
fotosensibilizadores. La ventaja de provocar muerte celular por apoptosis seria
evitar la inflamacién en la zona de tratamiento y asi disminuir los efectos
secundarios en una aproximacion de tratamiento a futuro en terapia. Por la
muerte celular del tipo necrosis, si bien genera mayor inflamacién, puede
generar un efecto mas dréastico que favorezca el tratamiento.

Para la determinacion del tipo de muerte celular se realizaron diferentes
experimentos del punto de vista cualitativo y cuantitativo usando células HL-
60 Hela. Estudios previos habian demostrado la generacion de apoptosis
después que estas células fueron irradiadas con luz azul en presencia de RF
y RTB, por la actividad de caspasa 3 y la caracteristica fragmentacion tipo
nucleosémica del DNA [18, 24].

Para obtener informacion respecto al porcentaje de células que sufren muerte
celular por apoptosis, se realiz6 experimentos de citometria de flujo con
marcadores especificos de apoptosis y necrosis. Esta técnica permite
cuantificar el numero de células que tiene unido cada marcador fluorescente.
Como marcador especifico para apoptosis se utiliz6 Anexina V-FITC, que
reacciona especificamente con fosfatidilserina, fosfolipido que se expone al
medio extracelular en los procesos apoptoticos. El marcador utilizado para

observar muerte celular por necrosis fue yoduro de porpidio, que se une al



ADN, y que solo ingresa a la célula si hay dafio en la membrana celular, pero
cuando esta intacta, como durante la apoptosis, no habra sefial en la region
del rojo (A em = 617 nm).

El maximo de emisién fluorescente de la Anexina V-FITC es 520 nm, que
coincide con el maximo de emision de las flavinas (RF, RTP y RTB). Fue
necesario repetir estos experimentos muchas veces para buscar las
condiciones que permitieran evitar lo mas posible la interferencia de la auto
fluorescencia de las flavinas. Finalmente, se determiné con los controles
correspondientes cual seria la fluorescencia base para analizar los resultados
con los marcadores de Anexina V-FITC y del yoduro de propidio. Ademas, se
tuvo que fltrar los grupos de células correctas que correspondian a las
condiciones control mediante los canales FSC y SCC.

Por lo que en la Figura IlI-4 se incluyen las sefiales de autofluorescencia. Se
muestran los experimentos realizados con células HL-60, en presencia de
RTP, RTBy Trp.
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Figura lll-4: Citometria de flujo de células HL-60 en presencia de RTP y RTB:
Las células fueron tratadas con los compuestos flavinicos, irradiadas y analizadas 6 horas
post-irradiacién. Las células fueron incubadas con anexina V-FITC y Yoduro de Propidio. Las
diferentes condiciones de irradiaciéon y oscuridad se muestran en cada gréfico. Debido a la
propia fluorescencia de los compuestos flavinicos, mediciones para establecer lineas bases
fueron aplicadas. Debajo de cada figura, se muestra la abundancia relativa (%) de cada
poblacién segun la posicion de cada cuadrante.



El analisis de los resultados de la citometria de flujo para las células HL-60,
muestra que el efecto sin compuesto (Figura Ill-4 a-b) no afecta la proporcién
de células en el cuadrante inferior izquierdo, que corresponderia al grupo
celular sin fluorescencia de Annexina-V y PIl. Al comparar la imagen c y g
podemos observar que el cuadrante en condiciones oscuras se encuentra en
posiciones diferentes. Cuando tenemos RTP en condiciones oscuras, la
fluorescencia del RTP se encuentra mas a la izquierda comparado con el RTB,
lo que se coindice con los experimentos de absorcion de los compuestos. El
valor promedio de la fluorescencia (U.A.) en el canal de la Annexina en el
cuadrante inferior bajo es de 16,56 para RTP en oscuro comparado con 98,80
de la RTB en oscuro.

Respecto al experimento de RTB oscuro, se puede observar en el cuadrante
inferior derecho un valor de 12,88% respecto al total, lo que indica que el
compuesto de por si es toxico en oscuridad. Esto se correlaciona con los
experimentos de citotoxicidad, en donde se observan valores que fluctian
mayores al sobre el 90% de viabilidad celular en condiciones oscuras. Al
irradiar las células en presencia de RTB se observa un aumento de mas del
doble de poblaciébn comparado con su respectivo oscuro en el cuadrante
inferior derecho (de 12,88% a 27,02%) indicando un aumento del porcentaje
de muerte por apoptosis. Similares condiciones se observan para la condicion
de RTB-Trp (Figura Ill-4 e-f) en donde aumenta desde 13,27% a 35,00%. Este
aumento cercano al triple de muerte por via de apoptosis es coincidente con
los experimentos de viabilidad en donde se demuestra el aumento del efecto
citotdxico en presencia de triptéfano en la disolucion.

Cabe destacar, que un porcentaje de las células se posicionan en el cuadrante
superior izquierdo y derecho, indicando un aumento de la fluorescencia del PI,
indicador de necrosis que puede ser explicado por un estado tardio de necrosis
secundario posterior a los procesos de apoptosis. Especialmente en la
condicion de RTB-Trp, este aumento de poblacion desde 0,80 (0,34+0,46)

hasta 11,12 (9,33+1,79) indica claramente este efecto.



Respecto a la Figura llI-4 g-h en la condicién de RTP se puede observar un
elevado porcentaje de la poblaciéon en condiciones de apotosis (25,29%)
explicado por la muerte generada por fotosensibilizador en oscuridad. Pese a
lo anterior en condiciones de irradiacion con luz el aumento de la poblacién en
condicion de apoptosis aumenta al doble, similar a la condicion con el
compuesto de RTB.

En la condicion de RTP con triptéfano, se observa un aumento del doble en la
poblacion en condicion de apoptosis, un efecto esperado comparado con los
experimentos viabilidad, pero en menor grado respecto a la condicién de RTB-
Trp, algo esperado respecto a la absorcion del compuesto de RTP comparado
con RTB.

Se realizaron experimentos de microscopia electronica de transmision (TEM),
para observar el efecto en la morfologia celular después de irradiar las células
tumorales con luz azul en presencia de RTP, RTB con y sin Trp. Se incluye
células irradiadas con RF y los respectivos controles. Los resultados se
muestran en la Figura I11-5.

Como se observa en la Figura llI-5, tanto las células de HL-60 (A) y HelLa (B),
manifiestan alteraciones a nivel nuclear y citoplasmatico. Algunos de ellos son
similares a las descritas en el caso de las células apoptéticas. Las células
muestran progresiva ruptura de membrana nuclear y separacion de cromatina
a la periferia y como consecuencia la formacion de cuerpos apoptoticos
(flechas indicativas en Figura 1lI-5). En las células HelLa el caracteristico
desorden citoplasmatico es evidente (Figura 11I-5 B[D a 1]). Ademas,
alteraciones morfolégicas a la mitocondria ocurren al mismo tiempo. Las
células control muestras una normal morfologia mitocondrial, en donde la
membrana interna forma la caracteristica cresta mitocondrial que se desplaza
hacia el interior del organelo (Interior Figura IlI-5AA). En contraste, las células
tratadas con RTB en presencia de Trp, muestra que el espacio mitocondrial

aumenta y las crestas disminuyen.



Destaca en las imagenes de las células irradiadas la profusa presencia de
vacuolas citoplasmaticas no son atribuibles a cuerpos apoptéticos (Ejemplo
Figura IlI-5 AH y BD). Esta evidente formacion de vacuolas indica la posibilidad
de la aparicion de un nuevo mecanismo de muerte celular, adicional a la
apoptosis, conocido como autofagia, que ha sido descritas previamente en
otros tipos de terapia fotodinamica [18, 30, 33, 37], y que se caracteriza por
una extensa formacion vacuolar.

Debido al estudio avanzado del tipo de muerte celular, la apoptosis celular se
podria derivar en un tipo de muerte programada llamada autofagia, la cual se
caracteriza por una muerte celular caracterizada por la formacién de vacuolas
celulares similares al proceso de ayuno metabdlico celular.

En la Figura IlI-6 se amplifican algunas imagenes para observar mejor los
cambios caracteristicos de mecanismos autofagicos debido a la formacion de

vacuolas.
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Figura l1lI-5: Microscopia electronica de células tumorales con flavinas: se
muestran células HL60 (A) fijadas 12 horas post-irradiacion después de haber sido
incorporados los diferentes compuestos flavinicos. Las células Hela (B) fueron fijadas 12
horas post-irradiacion en las diferentes condiciones. Las flechas y puntas de flechas indican
formacion de cuerpos apoptéticos en la célula.



Figura IlI-6: Microscopia electrénica, ampliacion de zonas afectadas por
irradiacion: Ampliacion de células HL60 (A) y Hela (B) después de fijadas 12 horas post-

irradiacion. Se amplia las zonas donde se observa gran formacién de vacuolas, las cuales se
puede observar que tienen doble membrana y contenido interno dentro de las vacuolas.

En las células irradiadas se observa regiones con vacuolizacion evidente
(Figura 111-6) y la formacion de estructuras de doble membrana en formacion,
y dilatacion de las mitocondrias. Se observan vacuolas citoplasmaticas que

contienen material membranoso y granulos densos (Figura 1l1-6 Ac' y 6Bc',



para células HL-60 y HelLa, respectivamente) caracteristicas de autofagia [28,
35, 39]. El efecto es mayor en las células tratadas con RTB con respecto a las
células tratadas con RF (Figura IlI-6 Ac, Bc y Ab, Bb, respectivamente).

Para obtener més informacion sobre los mecanismos de muerte celular
involucrados en nuestro sistema, se irradiaron células HL-60 en presencia de
RTB, cony sin la adiciéon de 10 mM de 3-metiladenina (3-MA), compuesto que
actla como inhibidor de autofagia [30]. Las células irradiadas en presencia de
RTB y 3-MA mostraron un efecto 42% menor en la disminucién en la
proliferacion con respecto a las irradiadas en presencia de RTB (datos no
mostrados).

En la Figura 11l-7 se muestran las imagenes de epifluorescencia utilizando
Lysotraker red, marcador que emite fluorescencia en el rojo cuando se

incorpora al medio &cido de lisosomas y/o vacuolas [37].
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Figura llI-7: Microscopia de fluorescencia de células tumorales: Las células HeLa
fueron fijadas 12 horas post-irradiacién en presencia de lysotracker red, bajo las diferentes




La fluorescencia roja sélo se observo cuando las células fueron irradiadas en
presencia de RTB, con o sin Trp (Figura IlI-7). Sin embargo, la fluorescencia
roja vacuolar desaparece cuando se aflade 3-MA en los experimentos de
irradiacion (Figura 111-7 G-H y K-L).

La aparicion de la fluorescencia caracteristica de Lysotraker red y el efecto
protector ejercido por 3-MA confirman la relevancia de la autofagia como un
mecanismo de muerte celular en nuestro sistema.

Los experimentos anteriores confirman, que el efecto de los derivados de la
RF produce muerte celular tumoral por mecanismos de necrosis, apoptosis y
autofagia.

Pese al anterior, el medio de transporte del RTB hacia las células tiene que
hacerse mediante liposomas. Los liposomas han demostrado eficacia como
medios de transporte en sistemas in-vivo pero pueden ser absorbidos por otros
tipos células no tumorales a nivel corporal.

Pensando en diferentes mecanismos de transporte de drogas para terapias, la
utilizacion de nanoparticulas con fines terapéuticos puede llevar a una mejora

en el sistema de transporte.

I11.2 Sililacién de lariboflavina

La modificacion de compuestos de RF para mejorar su estabilidad fotoquimica
[24, 80] o mejorar su paso a traves de la membrana ha sido descrito [18].
Con el fin de mejorar la estabilidad fotoquimica de la RF y con miras a una
posible futura aplicacion del compuesto en nanoparticulas sililadas, se realizd
la sintesis correspondiente para poder obtener un compuesto de RF sililado
gue no afecte sus propiedades fotofisicas y fotoquimicas y permita reaccionar
en pasos posteriores con nanoparticulas de silicio para su union covalente.
Para esto se procedi6 a derivatizar la RF en su cadena ribitil. Se realizé una

reaccion de alcohdlisis del grupo ribitii sobre grupos isocianatos para



incorporar 4 grupos etoxi-silanos y asi para una posterior incorporacion de este
producto en la nanoparticula de silica.

La reaccidon se llevé a cabo utilizando DMF anhidra como disolvente y
trietilamina en atmosfera de N2 a 70 °C por 48 horas. Uno de los desafios mas
importantes de la sintesis fue la purificacion, debido a que el grupo etoxisilano
es muy reactivo, por lo tanto, la sintesis se tuvo que realizar en cantidades
estequeométricas (4:1) y luego extraer el remante mediante alto vacio en
temperaturas no mayores a 70 °C. Asi se obtuvo el producto que se muestra

en la Figura 111-8.
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Figura IlI-8: Reaccion RF + tri-etoxi(3-propilisocianato)silano: Esta reaccién se
lleva a cabo en condiciones de ausencia de Oz por 48 horas a 70°C.

Para confirmar la estructura quimica final del derivado de RF, se realizaron
diferentes experimentos de RMN. A continuacion, se muestran los espectros
H NMR (Figura 111-10), C NMR (Figura 111-13), C NMR DEPT (Figura I1l1-14), HH
COSY (Figura Ill-11), HC HMQC (Figura 11I-15), HC HMBC (Figura I11-16), en
base a los cuales fue posible asignar las sefiales como se muestra en la Figura
11-9 y la Tabla IlI-2.



Figura IlI-9: Descripcion numérica de RF-Si4

Las asignaciones correspondientes a la molécula (RF-Si4) son las siguientes
(se entregan rangos de valores en donde las bandas son muy anchas y no hay
definicion de sefial):

Tabla -2: Asignacién
aproximada desplazamiento 1H
y 13C.

Atomo | 13C 1H

2 155.36

3 9.75-9.30
4 159.72

5 134.93

7 134.72

8 132.23 7.84-7.60




9 137.16
10 148.64
11 116.35 7.63
12 131.65
14 150.29
15 19.31 2.33
16 21.34 2.47
17 41.57 4.92 (a)
5.18 (b)
18 71.60 5.56
19 71.93 5.44
20 73.22 4.97
21 60.43 4.23 (a)
4.00 (b)
22 158.42
23 5.72
5.53
5.24
4.96
4.79
24 43.69- 3.08-2.70
42.84
25 23.54- 1.55-1.32
23.04
26 7.48-7.35 | 0.56-0.40
28 58.29 3.80-3.49
29 18.15 1.21-1.04
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Figura 111-10: 1H-RMN: Experimento de *H de RMN en equipamiento bruker de 300 MHz en CDCls.
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Figura lll1-12: Ampliacién HH-COSY RMN: La zona del gréfico bidimensional entre los
rangos de 6,0 a 2,8 ppm (A) se puede observar las correlaciones de los diferentes H23 de la
molécula con los diferentes H24. La zona de 6,0 a 3,8 ppm (B).se muestra las correlaciones
de los hidrégenos de la cadena ribitil.



13C NMR. with proton decoupling 24 ~1E+09
29
4 22 2 7 . = -9E+08
. 14 10 9o 5" 812 7| v 25 T 26
REoE & 3 5 5% ml HI H 5. P x |
z ] = i s —n e oo —
g ki B2 I N2 = 2 Ta2g = i 9 ~8E+08
L || 0 Pl i Vi : 3
. i
!»M WMMMMMM M i6 | |
" k gl WJW pasep | [7EF08
T T T T T 1 L T 1 T T T T T
150 156 150 145 140 135 130 44 42 4025 20 15 10
f1 (ppm) f1 (ppm) 1 (ppm) 1 (ppm) ~6E+08
= ~SE+08
r,-J
29
F4E+08
28
i F3E+08
F2E+08
11
- = z -1E+08
RER g3 28RNy B 382 29555 1 g
BRE g% BREER z §33 Waas 2 )7
1T 7 18-20 21 N It
YK .‘ | i aLC
-0
I I I 1 I I 1 I I 1 I I T I I I I 1
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ]

f1 (ppm)

Figura 111-13: 13C-RMN: Espectro unidimensional de carbono desacoplado en CDCls. Se asigna cada nimero de carbono con la
sefial respecto a la molécula de la Figura 111-9.



5 o g5 z rorysdeny
13C NMR DEPT 135 a E 2R ? mmmm:EEEﬂiﬁ —GE+07
[N VY
neg
TT -SE+07
29
L4E+07
20 19-18
I ]
|
w -3E+07
15
' -2E+07
T T
75 72 16|
8 11 X
| L1E+07
| |
| 19-20-18 \
Tl o v g P -0
21 17 I
—-1E+07
24
IHE 3
m\;\}'w —-2E+07
N |
--3E+07
25
1
I -8 26
24 F-4E+07
L-5E+07
—r 11
44 42 40
T T T T T ¥ T T T T T J T T T A T T T v T T T T T ¥ T T T T T T T v T T T M T
200 10 180 170 160 150 140 130 120 110 . (100 ] 90 80 70 &0 50 40 30 20 10
1 (ppm

Figura Ill-14: 13C-DEPT-RMN: Grafico unidimensional realizado en CDCls que diferencia los carbonos tipo CH y CHs
(desplazamiento positivo) y los carbonos tipo CH2 (desplazamiento negativo). Los carbonos cuaternarios no aparecen. Se identifica
cada sefial con su correspondiente carbono.



1H - 13C Gradient HMQC

21 N
e £
C19-C18 @Czo %

10.5 95 90 85 80 75 70 65 6.0 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00

5.5
f2 (ppm)

Figura 111-15: HC-COSY RMN: Experimento bidimensional que acopla hidrogenos y carbonos unidos directamente. Los
acoplamientos detectados de la molécula se destacan en el gréfico, pese a que algunos se superponen.
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Se observé un cambio importante en las propiedades del compuesto RF-Si4,
ya que es soluble en solventes apolares (DMF vy cloroformo). Esta
caracteristica es determinante ya que indica que hubo reaccion, porque la RF
se disuelve principalmente en agua y muy poco en metanol. Para confirmar la
obtencion del producto, se analizaron los experimentos de RMNs realizados.

Como se puede observar en la Figura 1lI-10, el *H-RMN se encuentra
caracterizado con sus respectivas sefales respecto a nuestra molécula RF-
Si4 (Figura 111-9). Una caracteristica particular del espectro es la poca
definicion de las sefales obtenidas con respecto a un espectro comparativo

de RF tetrabutirato, como el que se observa en la Figura IlI-17 [24].

Figura IlI-17: 1H-RMN de riboflavina tetrabutirato: Espectro unidimensional de
hidrogenos obtenido en un equipo BRUKER de 400 MHz [24].

En la Figura 11I-10 se puede observar con mayor amplitud de sefales del
espectro RMN. Pese a que la integracion de las sefiales es correspondiente
con nuestro compuesto, estas mismas se aproximan en valores que pueden
diferir hasta 0,5 unidades del valor exacto esperado. Ambas caracteristicas

antes mencionadas son indicativas de la posible formacién de estructuras



supramoleculares debido a interacciones intramoleculares que amplian los
anchos de banda [81]. Pese a lo anterior la caracterizacion del compuesto se
pudo lograr bajo las condiciones descritas.

Comparando con los espectros RMN de otros derivados de RF (Figura I11-17),
podemos destacar lo siguiente:

- H15y H16: Ambos deberian aparecer como un singulete bien definido,
hecho que solo cumple el H15. H16 aparece formando diferentes
singuletes, indicativo de diferentes entornos alrededor del mismo.

- Los H28 y H21 no se resuelven, pero al integrarlos todos juntos el valor
es la suma de todos los hidrégenos involucrados.

- Los H8 y H11 deberian aparecer resueltos como singuletes, pero en
cambio aparecen como multiplete. Especialmente el H11 aparece
desdoblado.

Una de las zonas mas complejas de obtener una buena resolucion fue la de
desplazamiento entre 4,7 ppm y 5,9 ppm. Para esto se utilizé otros espectros
resueltos de la RF y se identificaron nuevas sefiales que fueron resueltas
gracias a HH-COSY, HC-COSY y HMBC.

En la Figura Ill-11 se observa el experimento de HH-COSY. Los acoplamientos
H-H de la molécula se puede observar como las interacciones H25-H26 se
superponen sobre las sefiales de H29, que imposibilita su resolucion en el
espectro de 1 dimension.

En la Figura Ill-12 se muestra un aumento de las zonas de acoplamiento entre
4,7 ppm y 5,9 ppm para obtener un mayor detalle de la cadena ribitil de la
molécula. Figura Ill-12-a se observa diferentes acoplamientos con el H24, que
corresponden a los diferentes hidrogenos del carbamato (H23) interactuando
con los H24. Este lo respalda la literatura en base a desplazamientos descritos

para otros carbamatos, como se puede ver en la Figura 111-18 [82].
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Figura 111-18: Desplazamiento de 1H de N-metil-etil-carbamato: Desplazamientos
<[18e2]r.1idrogeno referenciales (en ppm) de la molécula en un espectro unidimensional de RMN
Estos diferentes desplazamientos de los NH del carbamato indicarian
diferentes ambientes de cada interaccion, indicando diferentes carbamatos
unidos a diferentes posiciones de los hidroxilos de la cadena ribitil.

En la Figura llI-12-b se expandié la zona ribitil de interaaciones entre
hidrogenos de la molécula, que junto a la literatura publicada previamente por
nuestro grupo, se pudo describir las diferentes interacciones de los hidrogenos
[24]. Con esto podemos confirmar que la zona entre los 4,7 ppm y 5,9 ppm es
una zona con superposicion de sefiales.

Se realizaron experimentos de RMN 13C (Figura 111-13), que al comparar con
datos de literatura [24], se logré asignar gran parte de las sefiales, ademas de
las nuevas sefiales de la nueva molécula. Para confirmar los tipos de carbonos
asignados, se realizd6 un experimento DEPT (Figura 1lI-14). Al igual que el
espectro de hidrogenos, se observan bandas anchas para iguales carbonos
(ejemplo: C24, C25). Una caracteristica determinante es la no aparicién de la
sefal del carbono del isocianato (122 ppm) y la aparicion de la sefal del
carbamato (158 ppm). A modo de referencia podemos comparar las moléculas
de la Figura 111-19 [82].
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Figura 111-19: Desplazamiento de 3C, isocianatos y carbamatos tipo:
Desplazamientos de carbono referenciales en un espectro unidimensional de RMN (en ppm)
de la molécula de butil-isocianato (izquierda) y carbamato de metilo (derecha) [82].

Al realizar el analisis del experimento HC-COSY se pueden confirmar las

sefales de ambos espectros de una dimension. Ademas, se observa que el



C11 se desdobla en dos sefales, lo que indicaria interacciones espaciales que
harian desdoblar el H11.

En la Figura IlI-16 se muestra el experimento HMBC, que correlaciona las
interacciones de los hidrogenos con los carbonos a mas de un enlace de
distancia.

Se confirma que algunas sefiales que se desdoblan corresponden a mismos
grupos de hidrégenos pero con desplazamientos diferentes, como por ejemplo
el H26, H11, H24. Como hecho importante aparecen las sefiales internas que
confirman la presencia en el compuesto de la estructura proveniente de la RF
y la que proviene del compuesto de silicio.

Se realizé un experimento de espectroscopia infrarroja para poder confirmar

la formacion nuevos grupos en la molécula (Figura 111-20).

100

80

60

40

Transmitancia

20

0
4000 3000 2000 1000900 800 700 600 500

Namero de Onda

Figura 111-20: Espectro IR del compuesto RF-Si4: Espectro infrarojo de RF-Si4 en
disco de KBr.

En la Figura 1lI-21 se muestran diferentes moléculas de referencia que

permiten comparar la aparicion y desaparicion de los siguientes grupos [82]:



- A los 3300 una disminucion considerable del ancho de banda y en
intensidad, lo que indicaria la no presencia de grupos OH y la
mantencion de una sefial aguda, caracteristica de grupos NH de amidas

- Una disminucion considerable de la sefial a 2300, que indicaria una
desaparicion del grupo isocianato.
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Figura 1llI-21: Espectros IR de referencia: Se muestran espectros infrarojos de
referencia de octil-isocianato (A), N-metil-etil-carbamato (B) y Riboflavina (C) para comparar
la aparicién de sefiales en nuestra molécula.

[11.3 Nanoparticulas en terapia fotodindmica

[11.3.1 Nanoparticulas super-paramagnéticas

En los experimentos de fototoxicidad la RF tiene que ser derivatizada con
cadenas de butirato (RTB) y encapsulada en liposomas para su transporte a
nivel intracelular, para una posible aplicacion a futuro en terapia [18]. Esto
presenta varias ventajas: mejoran el sistema de transporte de medicamentos
gue son poco solubles en la sangre, incluyendo las ventajas del aumento de

absorcion de medicamentos por parte de las células. Al mismo tiempo, ciertas



precauciones deben tenerse en consideracion cuando se ocupan liposomas
en posibles terapias humanas [83]:

- Los liposomas, dependiendo del fosfolipido, pueden producir
reacciones de respuesta inmune [84].

- Estos pueden ser absorbidos por diferentes grupos celulares no
tumorales si no son modificados correctamente con mezclas de
fosfolipidos o anticuerpos [85].

- Relativa baja estabilidad en condiciones fisiolégicas in-vitro (datos no
mostrados).

- Rapida filtracién por parte del sistema renal [83].

Para probar un medio de transporte que pudiera mejorar los sistemas antes
mencionados para la RF, que aumente las posibilidades de ser incorporada
por tejidos celulares, mas estable y que mantuviera las propiedades
fotoquimicas de la RF, se ided un sistema de nanoparticulas con un centro
magnético recubierto por silica, en donde en este recubrimiento se incorpore
la RF (Esquema llI-1).

Esquema llI-1: Esquema de preparacion e incorporacion de nanoparticulas
paramagnéticas, cubiertas con silicio y RF

El principio general de desarrollo de este sistema tendria los siguientes

beneficios:



- Tener propiedades magnéticas que pudieran ser usadas para
concentrar las nanoparticulas en una zona determinada al aplicar un
campo externo [49]

- Traer incorporado en el sistema la RF

- Que la RF se mantenga con sus propiedades fotofisicas y fotoquimicas

Una de las cualidades que deben mantener las nanoparticulas es su super-
paramagnétismo, para asi evitar la magnetizacion permanente de las
particulas después de aplicado un campo magnético tal como se discutié en
la introduccion. Ademas de mencionar que los componentes quimicos que
forman las nanoparticulas no sean toxicos para el cuerpo humano [43]. Las
nanoparticulas compuestas de 6xido ferroso-férrico o en base a hierro son las
mas idoneas para el caso antes planteado y deben ser sintetizadas de tal
forma que mantengan sus propiedades super-paramagnéticas (tamafio
maximo de 30nm) y no sean lo suficientemente pequefias para ser filtradas
por el rifidn, esto pensando en una aplicacion futura en terapia del cancer [40,
41, 43, 45, 46].

Las nanoparticulas de magnetita (FesO4) han demostrado invaluable uso en
estudios clinicos como soluciones de contraste en RMN y han sido aprobadas
para uso clinico en terapias térmicas. La forma posible de poder realizar esto
en nuestro laboratorio fue bajo el método de co-precipitacion de FeClz y FeCls
en ambiente de nitrégeno y en medio basico, a altas revoluciones (33.000 rpm)
para asi evitar la aglomeracion de los nucleos formados. Al formar por co-
precipitacion los ndcleos magnéticos, estos luego tienen un crecimiento
constante a medida que los mas pequefos se van disolviendo debido a su
elevada relacion superficie:volumen.

Luego que se han formado los nucleos, estos deben ser rapidamente
estabilizados para evitar su aglomeracion por aproximacion de las particulas
gue poseen un spin magnético. Esto se realizé agregando acido citrico o acido
oléico, los cuales daban la posibilidad de hacer hidrosoluble o liposoluble las

nanoparticulas. Las imagenes obtenidas por microscopia electronica de



transmision de las nanoparticulas sintetizadas por este método se muestran

en la Figura Il1-22.
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Figura 111-22: Nanoparticulas de FesOa: Imagenes obtenidas con microscopia de
transmision electrénica después de que las muestras fueron secadas a alto vacio en grillas de
cobre. Para el recubrimiento, se agreg6, acido citrico (A) o &cido oléico (B), 1,1 mmol de
compuesto en agua (A) o acetona (B) al medio de reaccion con RF.y la reaccién se mantuvo
a 80°C por un periodo minimo de 10 minutos bajo agitacion a 30.000 rpm en ambiente de
nitrégeno.

Se puede apreciar que los tamafios de las nanoparticulas son menores a los
10 nm, situacion ideal que permite mantener el super-paramagnetismo de las
particulas [64]. Para medir de forma global que las particulas se pueden
magnetizar se les aplic6 un campo magnético de 0,5 T (iman de Neodimio).

Luego de aplicado el campo magnético, al agitar el vial, la disolucion vuelve a
su estado original (Figura 111-23).



Figura 111-23: Ejemplo practico de magnetizacién de las nanoparticulas: Se le
aplica un campo magnético constante de 0,5 T a la disolucion de nanoparticulas, la cual en un
tiempo de aproximadamente 10 segundos, se concentran hacia el iman. Al retirar el iman, la
disolucion vuelve a ser homogenea (datos no mostrados).

Para medir el super-paramagnetismo de las moléculas se utilizé el sistema de
Efecto magnético 6ptico de Kerr (MOKE), que permite el cambio de angulo de
la luz polarizada al momento de impactar con el material polarizado [86]. Este
experimento no mostrd resultado positivo debido a que la sensibilidad del
equipo no era lo suficiente para poder medir las propiedades de nuestros
nanocompuestos y ademas de requerir que los compuestos sean reflectantes.

Los resultados se muestran en la Figura 111-24.
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Figura IlI-24: Experimento de MOKE sobre @Fe304: Se coloc6 30 uL de
nanoparticulas de FesOs sobre la superficie de medicién del equipo, el cual se llevo a
sequedad.

En esta primera aproximacion para la medicion del super-paramagnetismo no
se obtuvieron resultados positivos debido a que el producto no es reflectante
y opaco en disolucién. ElI experimento para confirmar el super-
paramagnetismo se planificO6 para ser realizado mas adelante con
equipamiento avanzado en el Department of Chemistry and Centre for

Catalysis de la Universidad de Ottawa.

[11.3.2 Nanoparticulas super-paramagnéticas sililadas (RF@Si@Fe30a4)

Para incorporar la RF a las nanoparticulas magnéticas, fue necesario sililarlas
para incorporar la RF en la silica. La sililacibn de las nanoparticulas
magnéticas se realizo bajo el procedimiento de vesicula reversa, en la cual se
agrega un surfactante para generar una micela en medio apolar [68]. Se

agregan las nanoparticulas en agua, amoniaco como catalizador y luego el



agente reactante tetra-etil-orto-silicato (TEOS) que en presencia de base
cataliza la reaccion dentro del nano-reactor formando asi la capa de silica
sobre la nanoparticula de magnetita. Un esquema de la preparacion se

muestra en Esquema IlI-2.

CICLO HEXANO +
.b IGEPAL CO-520
NUCLEOS l
MAGNETICOS
) N UQLEOS
SURFACTANTE + SOLVENTE MAGNETICOS +
AMONIACO TEOS + NH3

@ @ 16 HORAS l
@@ 4 ® (® (o
) @@

CAPA DE SILICIO
Esquema lll-2: Esquema general de sililacion de nanopatrticulas [87].

En la Figura IlI-25 se muestran Imagenes de microscopia electrénica de
transmision de las nanoparticulas magnéticas sililadas. Se incluyen datos de

tamafos a diferentes tiempos de reaccion del TEOS en la micela.



A: 32,6 +6,0 nm B: 44,3 + 8,9 nm

Figura IlI-25: Microscopia electronica de Si@Fe304: Microscopia TEM de
nanoparticulas de Si@FesOs4 secadas a alto vacio por 1 hora previa medicion. Las
nanoparticulas en A se hizo reaccionar el TEOS por 16 horas en la vesicula y en B por 24
horas.

En una siguiente etapa se procedio a incorporar RF directamente en el proceso
de polimerizacion de la silica sobre la nanoparticula magnética, para ver si
directamente se podia encapsular sin ninguna modificacion previa. La RF se
logra incorporar, pero después de varios lavados, la unién no covalente no es
lo suficientemente fuerte para mantener unido el compuesto, con la respectiva
disminucioén de la fluorescencia caracteristica de la RF (Aex = 450 nm; Amax =

520nm) en la silica. Esto se puede observar en la Figura I11-26.
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Figura I11-26: Fluorescencia de Riboflavina incorporada no-covalentemente en
nanoparticulas de Si@Fe304 después de sucesivos lavados: La RF se agrega

junto con el TEOS en una etapa inicial. Cada lavado se realiza con 4 mL de metanol previa
centrifucacion por 10 minutos a 10.000 rpm.

Se procedi6 a preparar nanoparticulas magnéticas sililadas con RF
incorporada utilizando el compuesto de RF-Si4 caracterizado en I111.2 (RF-
Sid@Si@Fes304). Para tener blancos de referencia, se prepararon
nanoparticulas de silica (@Si) y nanoparticulas de silica con RF incorporada
(RF-Si4@Si).

Se utilizaron diferentes relaciones estequiométricas, y en la Figura IlI-27 se
puede observar las imagenes correspondientes a las diferentes preparaciones

con sus respectivos analisis de tamafio.



Rf@Si@Fe304 Rf@Si

v

Figura I11-27: Microscopia electrénica de diferentes nanoparticulas con o sin
ndcleo magnético: Las disoluciones de nanoparticulas fueron preparados mediante le

método de miscela reversa en donde se agregaron las siguientes cantidades de Rf-Si4 por
cada 110 pL de TEOS: 0,5mg(AyB), 1 mg(CyD)y 1,5mg (Ey F).



Se puede observar que a medida que se agrega mayor cantidad de RF sililada,
las nanoparticulas comienzan a adquirir forma ovalada, indicando Ila
intercalacion de cantidades excesivas de RF-Si4 y zonas en las que
probablemente falta de la reaccién de polimerizacion de la TEOS. La relacion
ideal es 1 mg de RF-Si4 por cada 110 uL de TEOS.

Se planificé realizar la caracterizacion fotofisica y fotoquimica de las
nanoparticulas magnéticas con RF incorporada (RF@Si@Fes04) haciendo
uso del equipamiento avanzado en una estadia en el departamento de quimica
y centro de catalisis de la Universidad de Ottawa.

Se demostré que el compuesto se incorpora permanentemente en la
nanoparticula y que se puede realizar incorporacion en la parte interior de la
silica o en la superficie como muestra la Figura IlI-28. Después de multiples
lavados de las nanoparticulas, se mantiene constante la absorbancia

caracteristica de RF.
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Figura I11-28: Absorbancia de diferentes preparaciones de nanoparticulas: A:
nanoparticula de RF-Si4@Si. B: nanoparticula de RF-Si4@Si@Fe304. C: nanoparticula de
RF-Si4(superficie) @Si.

En estos graficos se le ha restado una linea base similar a la difraccién de

nanoparticulas magnéticas sin fotosensibilizador para poder realizar



comparaciones de absorbancia de RF incorporada. Pese a que con esta
correccion se puede observar el espectro de absorbancia caracteristico de RF,
la dispersion es persistente debido a las nanoparticulas en el medio, el cual se
incrementa con el color opaco de las nanoparticulas como el tipo mostrado en
la Figura 111-28B. El tipo de nanoparticulas que se muestra en la Figura 111-28C
no logran incorporar grandes cantidades de RF, siendo descartado para
futuros estudios.

Para obtener informacién sobre la de generacion de oxigeno singlete, se
igualaron absorbancias de RF en los tipos de nanoparticulas de la Figura 111-28
Ay B, y estas fueron comparadas con la de RF-Si4 en solucién. Los resultados
se muestran en la Figura I11-29.
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Figura 11-29: Fosforescencia de Oz de diferentes nanoparticulas: Se prepararon
disoluciones a igual absorbancia de en su banda de los 450 nm. Se utilizé un laser de 355 nm
de Nd:YAG (Corinum Surelite Ill) a una potencia de 5 mJ por pulso. La medicion se realizé
con un detector fotomultiplicador infrarojo (NIR-Hamatsu Co. R5509).

Se puede observar claramente una disminucion considerable en la formacién
de oxigeno singlete en las nanoparticulas que contienen nucleo de FesOa.

respecto al generado por RF-Si4 en disolucion y también por nanoparticulas



de silica con RF incorporada (RF-Si4@Si) sintetizadas como control sin centro
magnético. Se estudié la formacion del estado triplete de las nanoparticulas
RF-Si4@Si@Fes304, sin embargo, al aumentar la concentracion para poder
obtener la absorbancia requerida, se observo que el color oscuro del nucleo
magneético (solucién café oscura) difractaba el haz de luz, por lo que no fue
posible realizar esta determinacion (datos no mostrados).

Estos resultados indican que las nanoparticulas magnéticas no son las mas
adecuadas para incorporar RF con fines de terapia fotodinamica, ya que el
centro magnético interfiere con la interaccion de la luz con RF vy
consecuentemente con la generacion de oxigeno singlete. No se descarta que
puedan ser de utilidad para otros fotosensibilizadores o para otras drogas.

En vistas de estos resultados se decidid estudiar la posibilidad de utilizar las
nanoparticulas de silica con RF incorporada (RF-Si4@Si), que se sintetizaron
como parte del estudio del efecto de la sililacibn de las nanoparticulas
magnéticas para la incorporacién de RF.

Una de las ventajas mas importantes de incorporar la RF a la nanoparticula,
fue la estabilizacion de la cadena ribitil que esta asociado con fotoestabilidad
y disminucion del auto-apagamiento que destruye la droga que ha sido
reportado en la literatura [18, 24, 60, 80, 88].

Con el fin de confirmar que el producto formado mantenia sus propiedades
fotofisicas y fotoquimicas, se realizaron diferentes experimentos que se

detallan a continuacion.

1.4 Propiedades fotofisicas y fotoquimicas de RF-Si4@Si

Se estudiaron las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de RF-Si4 en
disolucion y después de incorporada en las nanoparticulas sililadas, RF-
Si4@Si.



En la Figura I1I-30 se observa el espectro de absorbancia y de fluorescencia
de la RF y RF-Si4 en disolucién de metanol 0,1M. En la Figura IlI-31 se

muestra el tiempo de vida de la fluorescencia para los mismos casos.
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Figura lll-30: Absorbancia y fluorescencia de RF (linea negra) y RF-Si4 (lineas

punteada roja) en disolucion: Grafico de absorbancia en el eje Y de la izquierda y la
fluorescencia en el eje Y de la derecha.
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Figura IlI-31: Vida media de la fluorescencia de los productos descritos en

Figura [11-30: Comparacion de los tiempos de vida de la fluorescencia mostrando similares
tendencia de RF (o) y de Rf-Si4 (o).



Como se puede ver en la Figura I11-30, los espectros de absorbancia tienen
caracteristicas similares. El coeficiente de extincion molar de RF es de 13.000
M-t cm* comparado con la de RF-Si4 de 8.000 + 3.000 Mt cm™ a 450 nm. La
relacion entre los picos méaximos es de 1,32 para RF y de 1,38 para RF-Si4,
siendo un valor muy cercano entre ellos. Esto es una indicacion de que se
mantiene la estructura del anillo isoaloxazinico, responsable de las
caracteristicas fotofisicas de la molécula indicando que la modificacion sililada
no cambian las propiedades fotofisicas de la molécula [24].

En la Tabla llI-3 se indican las principales medidas fotofisicas de las moléculas
RF, RF-Si4 y nanoparticulas RF-Si4@Si.

- T Loz R kgz quPBF
Compuesto (oS Drre PLo?
(ns) (us) (us) (dco) 10°M-1s~1! 10°M-1s"1
1,0
51+ 1243,
RF 0,30 0,37 0,30 | 9,8£0,1 | (ref) — —
0,1 0
(4,6)
_ 5,0+ 3321, 0,19
RF-Si4 0,35 0,36 0,36 9,1+0,1 0,90+0,1 1,10+0,05
0,1 1 (0,23)
. . 632, 0,12
RF-Si4@Si - 0,35 0,26 13+0,1 0,10+0,02 1,70+0,04
6 (0,21)
0,50+0,02

Tabla IlI-3: Parametros fotofisicos y fotoquimicos de las moléculas en estudio:
®r: rendimiento cuéntico de fluorescencia. tr: Tiempo de vida media de fluorescencia. ®trr:
Rendimiento cuéntico de triplete, el cual fue calculado respecto al triplete de Rf asumiendo
que el anillo isoaloxazinico no presenta variaciones al ser incorporado dentro de la
nanoparticula. tr: Tiempo de vida media del estado triplete. ®1°2; Rendimiento cuantico de
oxigeno singlete que fue medido directamente por la fosforescencia a 1270 nm. 72 Tiempo
de vida media del oxigeno singlete. R(dco): Grado de fotodegradacién del compuesto al ser

irradiado con luz a 450 nm en presencia de aire y nitrégeno (valores entre paréntesis). kq°2:
Constante de apagamiento de triplete en presencia de O2. kg”?F: Constante de apagamiento
de 102 en presencia de 1,3-difenil-isobenzofurano (DPBF).

Analizando los datos de la Tabla 111-3, el rendimiento cuantico de fluorescencia
de RF es levemente mas bajo que RF-Si4, que es indicativo de la
hidrofobicidad del nuevo compuesto alrededor de la molécula. La vida media

de fluorescencia de ambos compuestos es similar. Es importante destacar que



no se pudieron medir los datos cuantitativos de fluorescencia para las
nanoparticulas de RF-Si4@Si ya que debido a la dispersion de la luz no fue
posible medirlo con exactitud.

El espectro de absorbancia y fluorescencia de la nanoparticula RF-Si4@Si se
muestra en la Figura IlI-32. Se puede observar que pese a la dispersion de la
luz en la zona <500 nm se ven los picos caracteristicos de la RF. La linea

punteada negra es el espectro de absorbancia de nanoparticulas de Si sin RF.
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Figuralll-32: Absorbancia y fluorescencia de Rf-Si4@Si: En el eje Y de la izquierda
se observa la absorbancia de las nanoparticulas de Rf-Si4@Si (linea azul) y nanoparticulas
de Si (linea negra). La emisién fluorescente de las nanoparticulas de Rf-Si4@Si se observa
en el eje Y a la derecha (linea verde).

Al comparar el rendimiento cuantico de formacion de tripletes, podemos
observar que el valor entre RF, RF-Si4 y RF-Si4@Si es similar entre todos, lo
gue demuestra que el anillo isoaloxazinico de la molécula, que es la
responsable de las propiedades fotofisicas de la molécula, no ha sido
modificado y por lo tanto mantiene sus propiedades pese a que esta

encapsulado dentro de la nanoparticula de silicio. Esto va en directa relacion
de la disminucion del kqo2 en la RF-Si4@Si debido a la dificultad de ingreso del

O:2 para lograr una desactivacion efectiva del triplete que se esta generando

dentro de la nanoparticula.



Aun asi, la vida media del triplete en el caso de RF-Si4@Si aumenta
considerablemente en relacion a RF en disolucion. Este aumento esta
altamente relacionado al aumento de la rigidez de la molécula dentro de la
nanoparticula [59, 89].

Si comparamos el rendimiento cuantico de 'Oz de los 3 compuestos, estos
variaron viéndose una disminucion a la baja de RF-Si4@Si en comparacion
con RF. Pese a lo anterior, la vida media de 'Oz se vio aumentada en la
nanoparticula. Analizando el tiempo de vida de decaimiento en la Figura I11-33
se observa que es monoexponencial, indicando solo un tipo de ambiente en el

cual este difunde.
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Figura 111-33: Tiempo de vida del 'Oz generado por RF-Si4@Si: La linea negra
representa la vida media del oxigeno singlete con un intervalo de confianza del 95%. Las
mediciones se realizaron excitando con un laser a 355 nm de Nd:YAG.

Para entender el proceso de difusion del 1Oz fuera de la nanoparticula de RF-
Si4@Si se realizaron experimentos con el eficiente apagador de 'O2 1,3-
difenil-iso-benzofurano (DPBF). Los resultados se pueden observar en la

Figura Il1-34.
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Figura I11-34: Gréfico que muestra las diferentes condiciones de kg"#* al
apagar el 'Oz generado por RF-Si4@Si: Evaluacién de la Koss del oxigeno singlete en

diferentes condiciones: Rf-Si4 en disoluciéon (A) y nanoparticulas de Rf-Si4@Si (eee) a
diferentes concentraciones del apagador de 102> DPBF.

De la Figura I11-34 podemos ver gue el compuesto RF-Si4 tiene una constante

de apagamiento (kg”?") de 'Oz de 1,1x10° M!s™%, que es un valor estandar con

respecto a la difusion libre de 102 en disolucién. Pero al comparar los valores
kgPPF de la RF-Si4@Si, podemos observar 3 zonas con diferentes grados de
apagamiento. En una primera zona (<25 pM de DPBF) la k2”2 es similar a la
difusién de 'Oz en disolucién con un valor de 1,7x10° M-1s, pero al pasar a
valores >25 uM de DPBF, el grado de apagamiento disminuye a 0,5 x10° M1s-
1, dando una indicacién que el apagamiento se ve disminuido por el menor
alcance de la droga de DPBF al 'Oz, claro indicio de que podria ser generado
internamente dentro de nanoestructura y al momento de difundir fuera de esta,
puede ser apagado por el DPBF.

Al aumentar la concentracion de DPBF a >75 pM, el apagamiento disminuye
drasticamente (La pendiente de la curva baja con tendencia a 0) demostrando
gue el oxigeno singlete formado solamente se apaga a medida que el proceso

de difusion fuera de la nanoparticula se logra.



Extrayendo los datos de vida media del 1Oz en estas condiciones la vida media
es de 7,0 us y aplicando la ecuacion de Einstein para difusion, podemos
obtener que la molécula alcanza a difundir aproximadamente 107 cm? s,
similar a las condiciones que se obtienen para la difusion de Oz en sistemas
compartimentalizados [90].

Al comparar el grado de descomposicion de la molécula (Rdco de laTabla 111-3),
podemos observar que si tomamos como referencia a la RF en disolucién en
presencia de O: e irradiacién continua de luz azul y lo comparamos con las
moléculas RF-Si4 y RF-Si4@Si, la disminucion de la descomposicion de la
molécula es de aproximadamente el 90% comparado con RF. Ademas, como
la RF se descompone mas rapido en ambiente anaerdbico (datos entre
paréntesis de Rdecom de la Tabla 1lI-3) se demuestra que la RF-Si4@Si es
aproximadamente 20 veces mas estable que RF en disolucion [18, 24, 80]. Un

ejemplo de esto se puede observar en la Figura Il11-35.
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Figura llI-35: Foto-descomposicion de los compuestos flavinicos en disolucién

irradiada con luz azul: Se irradi6 RF (A) y RF-Si4@Si (B) en disolucion etandlica con luz
azul LED de 450 nm en una cubeta de 1 cm de paso en ambiente de aire.Tiempo de medicion
de minutos. Las flechas indican el desplazamiento de las bandas a medida que el compuesto



se foto-degrada. En el grafico C se compara los % relativos de absorbancia medidos a 450
nm con respecto al tiempo.

Con el fin de investigar mas alla de un eficiente sistema generador de 'Oz en
un sistema nano encapsulado, se realizaron experimentos para ver los efectos
en target bajo condiciones controladas.

Se realizé experimento de consumo de oxigeno para demostrar la influencia
de diferentes mecanismos de accién fotoquimica (mecanismos tipo | o 1) de
los diferentes fotosensibilizadores en evaluacidn en presencia de la proteina
HSA. Los resultados se observan en la Figura Il1-36.
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Figura IlI-36: Consumo de oxigeno en presencia de compuestos con efectos
fotoquimicos: las mediciones se realizaron en presencia de 50 uM de la proteina HSA como

molécula blanco. Ademas se muestra como afecta en el consumo de oxigeno la presencia de
1,0 mM de azida de sodio (NaN3).

Como se puede observar en la Figura 111-36, el compuesto RF-Si4, RF y RF-
Si4@Si consumen oxigeno a medida que son irradiados con luz azul en
presencia de la proteina HSA como blanco fotoquimico. El hecho de consumir
oxigeno también puede ser debido a reacciones radicalarias de tipo I.

Para confirmar que el mecanismo principal era por mecanismo tipo Il
(produccién de '0z2) a la solucién se le agregé azida de sodio (NaNs) conocido
por ser un buen apagador de oxigeno singlete. Como se observa en la Figura

[11-36, la disminucion de consumo de oxigeno en ambos casos es significativa.



Pero en el caso de RF-Si4@Si es aun mas que en RF, esto puede ser
explicado ya que RF es sabida su accion fotoquimica mediante mecanismo
mixto tipo | y tipo Il

Pese a que se ha demostrado hasta el momento que RF-Si4@Si es un
eficiente generador de 1Oz, en este experimento al agregar NaNs, se observa
un consumo bajo de O2 en el medio, que puede deberse a residuos de RF
expuestos hacia la superficie de la nanoparticula que podrian mantenerse
actuando mediante mecanismo tipo I.

En la Figura I11-37, se observa la comparaciéon de formacién de peréxidos entre
RF y RF-Si4@Si. La formacion de peréxidos puede ser mediada por 1Oz en la
proteina HSA, la cual son suficientemente estables para ser medidos en un
corto plazo, pero en tiempos mas largos se desestabilizan en subproductos.
La linea base punteada azul indica la cantidad de peréxidos medidos a tiempo
0 solamente en presencia de HSA y la linea punteada negra corresponde a la

misma condicién, pero después de irradiada por 60 minutos.
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Figura 111-37: Formacion de Peroxidos por RF-Si4@Si: Se utilizé 50 pM de HSA
como molecula target mientras se irradiaban los diferentes compuestos con luz UVA. Se
incluyé mediciones en las cuales se agregd agua deuterada o solo ambiente de N2. Se midio
el efecto formador de perdxidos con la proteina HSA sola al inicio (linea punteada azul) y al
termino de la irradiacion (60 min — linea punteada negra) los cuales son los valores bases.

Como se observa en la Figura I11-37, la irradiacion en presencia de RF genera

grandes cantidades de perdxidos en los primeros 20 minutos, pero después



de transcurrido el tiempo esta cantidad disminuye debido al autoapagamiento
(aclaramiento) del mismo RF y por consecuencia su efecto fotosensibilizador,
para llegar a valores similares que en medio de nitrdgeno a los 40 y 60 minutos.
En comparacion, la nanoparticula de RF-Si4@Si mantiene una produccion
constante de peroxidos en el medio, con un incremento permanente a medida
que transcurre el tiempo.

El efecto del solvente deuterado no aumenta considerablemente la formacion
de peroxidos, demostrando que el oxigeno singlete generado en la
nanoparticula reacciona rapidamente con la proteina del medio [3].

La formacion de carbonilos fue medida bajo las mismas condiciones del

experimento de la Figura IlI-37. Los resultados se observan en la Figura 111-38.
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FigurallI-38: Formacion de Carbonilos en HSA mediante nanoparticula de RF-
Si4@Si: La formacién de carbonilos se produce en la molécula blanco de HSA a 50 uM bajo

irradiacion UVA. Se incluye la linea bases de generacién de carbonilos solamente por el HSA
(linea punteada negra).

El aumento de la formacion de carbonilos en presencia de RF, esta
correlacionado con el mecanismo tipo | efectuado por la misma molécula que
puede generar especies radicalarias aun en presencia de trazas de moléculas
de O2. La nanoparticula de RF-Si4@Si, bajo estas condiciones de

experimentacion, genera bajos niveles de carbonilos, similares a la linea base



punteada negra en la Figura 111-38, que es la cantidad de carbonilos formados
por HSA (sin fotosensibilizadores) después de 60 minutos de irradiacion.
Para demostrar que la nanoparticula de RF-Si4@Si tiene un efecto oxidativo
sobre su blanco mediado por 02, se realizaron experimentos de medicion de
radical superoxido, que es una especie radicalaria generada por mecanismo
tipo | en fotosensibilizadores. Se ocup6 el compuesto dihidroethidium (DHE)
que es un atrapador de radical superoxido y fluérese al reaccionar [76]. Los
resultados se pueden observar en la Figura I11-39.
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Figura 111-39: Fluorescencia de DHE después de reaccionar con radical
superéxido: La formacion de radical superéxido se realizo en presencia de HSA como

molécula blanco. Se irradié por 360 s con luz azul en presencia de 20 uM de DHE y se observa
la fluorescencia generada entre 540-690 nm.

Este dltimo experimento, confirmar la presencia de 0; cuando la irradiacion
ocurre en presencia del fotosensibilizador de RF y utilizando como target la
proteina HSA, ademas confirmando que la RF utiliza el mecanismo tipo | como
parte de su proceso fotoquimico. La nanoparticula de RF-Si4@Si produce
niveles tan bajos como los generados por la HSA como blanco en condiciones

sin fotosensibilizador.



1.5 Citotéxicidad de Nanoparticulas Sililadas in-vitro

Con el fin de buscar una futura aplicacion biolégica de los productos obtenidos,
se realizaron experimentos in-vitro en sistemas biolégicos.

Como modelo se utilizé células HL-60 de leucemia humana, que permiten un
inicio simple y adecuado para los estudios de posibles aplicaciones futuras en
terapia de los compuestos en estudio [1, 18, 91].

Para poder comparar efectos finales, se necesita generar el mismo efecto
fotoquimico para los fotosensibilizadores en el medio celular, para lo que se
requiere que la absorbancia de la luz sea equivalente para todos ellos. En la
Figura 11I-40 se puede observar la absorbancia generada por las

nanoparticulas de RF-Si4@Si y nanopatrticulas de Si como medio de control.
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Figura IlI-40: Absorbancia de nanoparticulas de Silicio y RF-Si4@Si ajustadas
respecto a su linea base: Se estandarizo la linea base generada por la difraccion de las

nanopérticulas de Si, que sirvié como linea base para las nanoparticulas de RF-Si4@Si. Esta
estandarizacion se realiz6 en PBS.

Para poder ajustar ambas absorbancias, se mide el valor a 750 nm y se iguala

mediante dilucién, la cual es:



Tabla Ill-4: Comparacion de absorbancias de
difraccion a 750 nm
Longitud de onda Sinp RFE-SI4@Si
750 0,183 0,182

En la Figura 111-40 se observa una flecha indicativa de que la absorbancia que
realmente interesa es la diferencia entre la absorbancia de las nanoparticulas
de Si y las de RF-Si4@Si. Para poder agregar cantidades similares de
fotosensibilizador (RF y RF-Si4@Si) se resta la absorbancia de la absorbancia
base de las nanoparticulas de Si y de RF-Si4@Si y se compara con una

concentracion conocida de RF. Esta se puede observar en la Figura IlI-41.
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Figura lll-41: Absorbancia estandarizada de las nanoparticulas de Siy de RF-
Si4@ Si:este valor se compara con la concentracién de RF 200 pM en PBS.

Con estas condiciones se procedié a hacer un estudio de toxicidad que
entregue los primeros indicios de un posible efecto in-vitro de los compuestos.
Se estudi6 la viabilidad celular 24 horas post-efecto de irradiacion con luz azul
durante 5 minutos después de incorporado el compuesto de RF a

concentracion de 40 uM por 5 horas y una disolucién de nanoparticulas de RF-



Si4@Si que tiene la misma absorbancia en la banda a 450 nm después de

corregida, con igual tiempo de incorporacion previa irradiacion.
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Figura Ill-42: Viabilidad celular de HL-60 en presencia de RF y RF-Si4@Si: Se
sembraron 15.000 células por pocillo en placa de 96. Se procedio6 a incubar una concentracién
de 40 uM en todas las condiciones y con sus respectivos controles. Se irradié por 5 minutos
con luz azul de 450 nm (Luzchem LED-L16).

Como se puede observar en la Figura 111-42, el efecto de RF sobre la viabilidad
celular es de alrededor de un 80% de perdida de viabilidad. Es importante
destacar que cuando se aplica una dosis de 136 mW/cm?, la viabilidad celular
es de 26% y cuando se aumenta la dosis al maximo medido (952 mW/cm?) la
viabilidad celular solo disminuye a 19%, respaldando los experimentos
fotoquimicos realizados en 1ll.4 que indican una fuerte descomposicion de la
molécula después de ser irradiada con luz azul [18, 60].

En comparacion con la perdida de viabilidad de la nanoparticula de RF-Si4@Si
que solo tiene una pérdida de alrededor del 34%, cuando comparamos la
viabilidad de 76% obtenida cuando se irradiaron a 136 mW/cm? y la que se
obtiene cuando se irradiaron a 952 mW/cm? (56%). Se puede observar una
tendencia a ir disminuyendo la viabilidad a medida que se irradiaron con mas
luz, indicando un posible efecto protector por parte de la nanoestructura de

silicio a la molécula de RF.



De la Figura IlI-42 podemos observar una rapida disminuciéon de la viabilidad
celular con la irradiaciéon de 136 mW/cm?, para luego tener disminuciones
discretas a medida que se aumenta la irradiacion. Esto, ademas, esta
correlacionado con el rapido consumo de oxigeno que se puede deber en los
inicios de la irradiacion y que también se describen en el uso clinico de PDT
[8, 54, 92]. Pese a lo anterior, en comparaciéon con la RF y su rapido
estancamiento en la reduccion de la viabilidad celular (auto-destruccion y falta
de O2), el nanocompuesto continua reduciendo la viabilidad celular, debido
principalmente a su estabilidad y presencia en la superficie de moléculas de
RF que permiten actuar parcialmente mediante el mecanismo tipo I.

Pese a lo anterior, estudios preliminares (datos no mostrados) indicarian una
baja incorporacién de la nanoparticula dentro de la célula, posiblemente
debido a varios factores. El primero puede ser la superficie hidrofilica de la
nanoparticula que no le permitiria entrar por simple proceso de absorcion y
endocitosis de membrana [59]. Lo segundo y muy importante, se observo
durante los experimentos, que las nanoparticulas de silicio, en su superficie
presentan grupos hidroxilo que pueden reaccionar con otras nanoesferas
cercanas, formando aglomerados mas grandes que las simples nanopatrticulas
esféricas observadas por microscopio. Estos procesos pueden ser favorecidos
directamente en el proceso de lavado de las nanoparticulas (centrifugacion a
alta velocidad) [57]. Un ejemplo puede observarse en la Figura 111-43.
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Figura ll1-43: SEM nanoparticula de RF-Si4@Si: Imagen de microscopia electronica
en un microcospio de barrido de nanoparticulas de RF-Si4@Si.

Al determinar el diametro promedio por microscopia electrénica se determiné
que es 31 nm cada nanoparticula, pero al medir su tamafio mediante Dynamic
Light Scattering (DLS), que incluye su didmetro hidrodindmico en disolucién,
este es de 112 nm. Actualmente en nuestro laboratorio se esta investigando
modificaciones de la superficie de las nanoparticulas para evitar la reaccion no
deseada entre nanoesferas. Se esta buscando agregar cargas positivas a la
superficie, para tener repulsion electrostatica, lo que en experimentos
preliminares ya ha permitido una disminucion en el tamafio determinado por
DLS [56]. Por otra parte, se esta avanzando en aumentar la incorporacion de
las nanoesferas en desarrollos bioldgicos que se encuentran en investigacion
en nuestro laboratorio respecto a cultivo bacteriano y de hongos.

A partir de los desarrollos obtenidos en esta tesis, se abren los siguientes
desafios que necesitan seguir siendo investigados en un futuro:

1.- Sintesis del compuesto: El compuesto fue totalmente caracterizado
mediante los experimentos y condiciones de reaccion realizadas en esta tesis.
Se propone considerar posibles cambios de longitud de cadena de tri-
etoxisilano a tri-metoxisilano como reactantes para sililar a la RF [93], como se

puede ver en la Figura Ill-44.
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Figura lll-44: Mdlecula de 3-(trietilsilil)-propil isocianato (izquierda) y metil 3-
[(trimetoxisilil)propil] carbamato (Derecha): El compuesto de isocianato fue el utilizado
para sililar a la RF. Se postula que el acortamiento del etdxido a metoxisilano puede mejorar
las propiedas de la RF. Esta reaccion del carbamato de la derecha podria ocurrir con los
alcoholes de la cadena ribitil tal como se describe en la literatura [93].

Esto conllevaria en la disminucion del tamafio molecular y como consecuencia
la disminucién de interacciones intramoleculares que simplificarian la
resolucién completa y detallada de la molécula por experimentos RMN. Pero
se debe tener presente que la reactividad de la molécula, debido a los grupos
metoxi-silanos, aumentara considerablemente [94]. Siendo muy probable
tener que cambiar totalmente la forma de preparacién de sintesis del producto
a cadmara de nitrdgeno para evitar trazas de agua ambiental.

2.- Nucleos magnéticos: Debido al color caracteristicos de las nanoparticulas
de magnetita (café oscuro) estas no se pudieron aplicar en esta tesis por la
elevada difraccién de la luz. Pese a lo anterior, hay variados autores que han
publicado resultados al respecto [8, 49, 95]. Las proyecciones futuras podrian
estar orientadas a:

- Utilizar fotosensibilizadores que absorban en la venta terapéutica (sobre los
650 nm y bajo los 1000 nm).

- Ndcleo magnético. Esta opcidén puede ser altamente viable, debido a que
existen desarrollados variadas nanoparticulas cristalinas que mantienen sus
propiedades super-paramagnéticas [40, 96-101], pero siempre y cuando se
analice muy bien la posible toxicidad que estos pueden producir en el cuerpo
humano (si fuera esta la aplicacion deseada).

3.- Recubrimiento de la superficie de las nanoparticulas: a partir de los logros

desarrollados en esta tesis, el siguiente paso es analizar como aumentar la



selectividad de las nanoparticulas sililadas en las células blanco. Para mejorar
esto, futuros estudios se necesitan en los siguientes aspectos:

- Evitar la aglomeracion de las nanoparticulas mediante enlaces covalentes
que se producen cuando las superficies de SiO2 se encuentran cercanas.
Variadas soluciones se han propuesto, como por ejemplo el recubrimiento con
moléculas de carga idnica negativa o0 positiva para generar repulsion estatica
entre los nanocompuestos [57].

- Otra posible solucion es el recubrimiento con polimeros biodegradables o
unién covalente de moléculas que generen selectividad por las células
tumorales [56, 57, 63, 102].

En ambos casos anteriores, se debe evaluar como este nuevo recubrimiento
podria afectar la salida del oxigeno singlete que genera dafio en las

macromoléculas de las células que se busca eliminar.



Capitulo IV. Conclusiones

1. La irradiacion con luz visible en presencia de riboflavina y de su
derivado RTB induce muerte celular por apoptosis y por autofagia en
células humanas de leucemia y de cancer cérvico uterino.

2. Se sintetizaron nanoparticulas de FesOs, nanoparticulas de Silicio y
nanoparticulas de FesOs recubiertas con silicio que mantienen
propiedades superparamagnéticas evaluadas macroscopicamente.

3. La sintesis y caracterizacion de un derivado tetrasililado de riboflavina,
demostré que mantiene las propiedades fotofisicas y fotoquimicas del
fotosensibiliador.

4. El compuesto Rf-Si4 permite unirse covalentemente a las capas de
silicio de las nanoparticulas.

5. Lasintesisy caracterizacion de nanoparticulas magnéticas a las que se
incorporé  riboflavina  utilizando el derivado sillado (RF-
Sid@Si@Fes04), no permitiria su aplicacion en terapia debido a
interferencias del centro magnético con la luz.

6. La sintesis y caracterizacion de nanoparticulas sililadas a las que se
incorporé riboflavina utilizando el derivado sillado (RF-Si4@Si)
demostré que, en esta preparacion, mantienen las propiedades
fotoquimicas y fotofisicas del fotosensibilizador, condicion necesaria
para una posible futura aplicacion en terapia fotodinamica.

7. La aplicacion de RF-Si4@Si en células tumorales en presencia de luz
azul, produce una disminucion de la viabilidad significativamente en
funcion de su control en oscuridad.

8. Pese a lo anterior, su efecto es menor que RF ante las mismas
condiciones, lo que indica que el sistema debe ser mejorado para

posibles aplicaciones a futuro.
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