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Abstract

We investigated the influence of gold deposition on the magnetic behavior, biocompati-
bility, and biocactivity of CoFe:0: (MCF) nanomaterials (NMs) functionalized with sodium
citrate (Cit) or glycine (Gly). The resulting multifunctional plasmonic nanostructured ma-
terials (MCF-Au-L, where L is Cit, Gly) exhibit superparamagnetic behavior with mag-
netic saturation of 59 emu/g, 55 emu/g, and 60 emu/g, and blocking temperatures of 259
K, 311 K, and 322 K for pristine MCF, MCF-Au-Gly, and MCF-Au-Cit, respectively. The
MCF NMs exhibit a small uniform size (with a mean size of 7.1 nm) and an atomic ratio
of Fe:Co (2:1). The gold nanoparticles (AuNPs) show high helerogeneity as determined
by high-resolution transmission electron microscopy (HR-TEM) and energy-dispersive X-
ray spectroscopy (EDX). The UV-Vis spectroscopy of the composites reveals two localized
surface plasmons (LSPs) at 530 nm and 705 nm, while Fourier Transformed-Infrared spec-
troscopy (FTIR) and thermogravimetric analysis (TGA) confirm the presence of Cit and
Gly on their surface. Subsequent biocompatibility tests confirm that MCF-Au-L NMs do
not exert hemolytic activity (hemolysis < 5%). In addition, the CCK-8 viability assay tests
indicate the higher sensitivity of cancerous cells (A549) to the photoactivity of MCF-Au
compared to healthy Detroit 548 (D548) cell lines. We use advanced microscopy tech-
niques, namely atomic force, fluorescence, and holotomography microscopies (AFM, FM,
and HTM, respectively) to provide further insights into the nature of the observed photo-
activity of MCF-Au-L NMs. In addition, in situ radiation, using a modified HTM micro-
scope with an IR laser accessory, demonstrates the photoactivity of the MCF-Au NMs and
their suitability for destroying cancerous cells through photodynamic therapy. The com-
bined imaging capabilities demonstrate clear morphological changes, NMs internaliza-
tion, and oxidative damage. Our results confirm that the fabricated mullifunctional NMs
exhibit high stability in aqueous solution, chemical solidity, superparamagnetic behavior,
and effective IR responses, making them promising precursors for hybrid cancer therapy.

It J. Mol. 5ci. 2025, 26, 7732

hitps:/{doi.org/10.3390/ijms26167732
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RESUMEN

Este trabajo propone el desarrollo de nanocompédsitos magnéticos hibridos compuestos por
CoFe,0, y nanoparticulas de oro (AulNP), disefiados para generar una terapia combinada contra
el cancer: hipertermia magnética (THM) y terapia fotodindmica (TFD). El marco teérico parte
de una revision critica sobre el cAncer como enfermedad multifactorial, las limitaciones de las
terapias convencionales (quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia, cirugia) y el potencial de
los nanomateriales como herramientas mas especificas, menos invasivas y con menor toxicidad
sistémica.

Se profundiza en las propiedades fisicoquimicas del CoFe,O, como o¢xido metdlico
superparamagnéticoy de las AuNP como materiales plasménicos capaces de generar especies
reactivas de oxigeno (ROS) mediante excitacion por luz infrarroja. La sinergia entre ambos
componentes busca inducir dafio celular localizado en células cancerigenas, aprovechando
tanto el calentamiento por campos magnéticos como la generacién de ROS por activacion
optica.

La metodologia incluyé la sintesis de nanoparticulas de CoFe,O, mediante ruta solvotérmica
activada por microondas, su funcionalizacién con citrato o glicina para mejorar la estabilidad
coloidal, y la incorporacién de AuNP mediante protocolos controlados. Se caracterizaron los
materiales con técnicas avanzadas como DRX, TEM, VSM, UV-Vis, FTIR y TGA.
Posteriormente se evalué su biocompatibilidad mediante pruebas de hemdlisis, produccion de
RQOS, viabilidad celular (CCK-8), y se aplicaron microscopia de fuerza atémica y holotomografia
para observar interacciones subcelulares.

Los resultados demostraron que: los nanocompdsitos mostraron propiedades
superparamagnéticas y plasmonicas activas en la primera ventana biolégica (700-1000 nm),
alta estabilidad coloidal, y capacidad de generar ROS al ser irradiados con luz IR. Se observo
una clara disminucién en la viabilidad celular en lineas A549 (cancer de pulmén) y D548
(fibroblastos), especialmente cuando se aplicé la terapia fotodinamica. Las imagenes
microscopicas revelaron internalizacion segura de los nanomateriales y signos morfolégicos de
apoptosis y necroptosis inducidas por el tratamiento.

Las conclusiones mas relevantes son: (1) los nanocompésitos disefiados son seguros y eficientes
para inducir muerte celular en modelos cancerigenos; (2) la terapia fotodindmica mejora
significativamente la citotoxicidad sin afectar células sanas; (3) se establecieron protocolos in
vitro que podrian escalarse a modelos clinicos; y (4) se abre la posibilidad de usar estos
materiales como plataforma base para tratamientos antineopldsicos mas dirigidos y menos
invasivo




ABSTRACT

This study presents the development of hybrid magnetic nanocomposites composed of cobalt
ferrite (CoFe,0,) and gold nanoparticles (AuNPs), designed to enable a dual cancer therapy
approach: magnetic hyperthermia (MHT) and photodynamic therapy (PDT). The theoretical
framework critically examines cancer as a multifactorial disease and highlights the limitations
of conventional treatments—chemotherapy, radiotherapy, immunotherapy, and surgery—
while emphasizing the promise of nanomaterials as targeted, minimally invasive, and
systemically safer alternatives.

The work explores the physicochemical properties of CoFe,O,, a superparamagnetic metal
oxide, and AuNPs, known for their plasmonic behavior and ability to generate reactive oxygen
species (ROS) upon near-infrared (NIR) light excitation. The synergy between these
components aims to induce localized cytotoxicity in cancer cells through both thermal and
oxidative stress mechanisms.

Nanoparticles were synthesized via a microwave-assisted solvothermal route, followed by
surface functionalization with citrate and glycine to enhance colloidal stability. AuNPs were
subsequently incorporated using controlled protocols. Comprehensive characterization was
performed using XRD, TEM, VSM, UV-Vis, FTIR, and TGA. Biocompatibility and therapeutic
potential were assessed through hemolysis assays, ROS generation, cell viability (CCK-8), and
advanced imaging techniques, including atomic force microscopy and holotomography.
Results demonstrated that the nanocomposites exhibit superparamagnetic behavior and
plasmonic activity within the first biological window (700-1000 nm), with high colloidal stability
and efficient ROS generation under NIR irradiation. Significant reductionsin cell viability were
observed in A549 (lung cancer) and D548 (fibroblast) lines, particularly under photodynamic
therapy conditions. Microscopy revealed safe internalization of the nanomaterials and
morphological indicators of apoptosis and necroptosis.

Key conclusions include: (1) the nanocomposites are safe and effective in inducing cancer cell
death; (2) the hybrid therapy significantly enhances cytotoxicity while sparing healthy cells; (3)
robust in vitro protocols were established with potential for clinical translation; and (4) the
materials offer a promising platform for targeted, non-invasive anticancer therapies.
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Hipotesis y objetivos

Hipotesis

Los nanocompositos magnéticos de CoFe;O0,-Au propuestos poseen caracter
superparamagnético y plasmonico, lo que les proporciona la habilidad de responder a un
estimulo magnético para liberar calor al medio y a un estimulo luminoso para generar especies
reactivas de oxigeno. Ademas, estos nanocompoésitos son seguros y eficientes para ser
propuestos como plataformas para tratamientos adyuvantes a las terapias antineoplasicas
actuales con la finalidad de reducir los tiempos de tratamiento y con ello, los efectos
secundarios que estos suelen conllevar.

Objetivo

Sintetizar, caracterizar y evaluar mediante pruebas toxicidad celular la actividad de los
nanomateriales magnéticos para la aplicacién de terapia hipertérmica magnética y
fotodindmica, como complemento a los tratamientos contra el cancer.

Objetivos particulares

1. Sintetizar las nanoparticulas (NP) de CoFe;04, CoFe,0,4.Gly, CoFe,0,-Cit, CoFe;04-Gly-Au
y CoFe;04-Cit-Au empleando una ruta solvotérmica activada por microondas

2. Caracterizar los nanomateriales mediante técnicas de SEM, TEM, DRX, VSM, EITF, TGA
y DLS

3. Evaluar el indice de absorcién especifico (SAR) de los NMMs

4, Evaluar la bioactividad de nanocompdsitos empleando células A549 como modelo
biolégico.

5. Crear protocolos para optimizar variables de terapias i) magnética, ii) fotodinamica, iii)
hibrida en células A549.
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Capitulo 1. Marco teoérico

1.1 El cdncer

El cancer es una patologia conociday estudiada en el &mbito clinico y médico desde los inicios
formales de la medicina. Se describe como la formacién de neoplasias (tejidos autonomos con
capacidad reproductiva exacerbada) a partir de células mutadas con capacidad de reproducirse
de manera descontrolada e invadir otros tejidos dentro del individuo para continuar su ciclo
(Imagen 1). Esta enfermedad estd ligada directamente a fenémenos como la hiperplasia y/o
baja apoptosis, generando un crecimiento exacerbado de una regién especifica o de un tejido.
Eventualmente, cuando las condiciones son 6ptimas, una o algunas células pertenecientes al
tumor tratardn de migrar a distintas regiones u 6rganos para después formar nuevas neoplasias
malignas (Tabla 1).
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Imagen 1. Proceso de evolucion de las neoplasias hasta convertirse en cancer

Tabla 1. Caracteristicas diferenciales de una neoplasia maligna y benigna. Para estudiar a las
neoplasias se les ha clasificado en dos tipos; en funcién de sus caracteristicas morfofisiologicas
y biomoleculares

Usualmente encapsulado y no No encapsulado e invasivo
invasivo
Altamente diferenciado Poco diferenciado
Poca mitosis Mitosis relativamente comun
Lento crecimiento Crecimiento rapido
Poco o nula anaplasia Con cierto nivel de anaplasias
No metastasis Metastasis

Se han identificado distintos factores que influyen en la aparicién de estas masas tumorales,
pero no es posible atribuir a una sola razén la proliferacién de las células neoplésicas. Sin
embargo, de acuerdo con datos del 2022 del sitio web de GLOBOCAN, entre las principales
causas ligadas al céncer se encuentran el consumo de alcohol, obesidad, constante exposicion
ala luz UV y en menor medida, algunas infecciones. Ademaés de esto, también se registra que
es una enfermedad con altos indices de prevalencia mundial y elevada incidencia en México.
Anualmente se registré un incremento de 207,154 nuevos casos (Imagen 2) de los cuales se
pronostica una tasa de supervivencia menor al 50%, lo que hace a esta una enfermedad de alto
riesgo. Por lo tanto, es una enfermedad de importancia para el pais por sus niveles de
mortalidad y reincidencia, ademas del gasto publico que esto genera en el sector salud por los
elevados costos de las terapias actuales y en las familias de los pacientes.
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| Males | Eemales | Both sexes

Prostate Breast

Others Prostate
Others
Colorectum Conde wter Colorectum

NHL Thyroid
Thyroid

" Cervix uteri
Corpus uteri Sractom

Others

»

Total: 95 954 Total: 111200 Total: 207154
Rank Cancer site Number of cases Percent Rank Cancer site Number of cases Percent Rank Cancer site Number of cases Percent
st ® Prostate 26 565 27.7% st Breast 31043 27.9% 1st Breast 31043 15.0%
2nd Colorectum 8359 8.7% 2nd ® Cervix uteri 10 348 9.3% 2nd @ Prostate 26 565 12.8%
3rd ® NHL 5173 54% 3rd Thyroid 9057 8.1% 3rd Colorectum 16 082 7.8%
4th ® Lung 5062 5.3% 4th Colorectum 7723 6.9% 4th Thyroid 11392 5.5%
5th @ Sstomach 5039 53% 5th Corpus uteri 5347 4.8% 5th ® Cervix uteri 10 348 5.0%
Others 45756 47.7% - Others 47 682 42.9% = Others 11724 53.9%
Number of new cases in 2022, males, all ages Number of new cases in 2022, females, all ages Number of new cases in 2022, both sexes, all ages

stomseR

Imagen 2. Estadisticas de incidencia de los tipos de céncer en México de acuerdo con
GLOBOCAN basadas en el sexo del individuo. Imagen tomada de https://gco.iarc.who.int. De
izquierda a derecha se muestran: estadisticas de machos, hembras y estadisticas en conjunto;
asimismo, debajo se muestra en orden descendente el numero de casos presentados de cada
tipo de cancer hasta 2022.

Por lo tanto, se deduce que el cancer puede formarse en todos los 6rganos humanos, cambiando
segun la histologia circundante (Imagen 3). Las neoplasias malignas se clasifican en epiteliales
(como en epidermis, estomago, corteza adrenal, adenoma adrenocortical), hematopoyéticos y
del sistema inmune (linfosarcoma, sarcoma osteogénico, condrosarcoma) o en el sistema
nervioso (glioblastoma multiforme, sarcoma meningeal)!.

P _ N

Imagen 3. Ejemplos de tipos y ubicaciones de cancer. De izquierda a derecha; céncer de
pulmon, uterino, cerebral, renal y prostatico

Un problema generalizado es que la sintomatologia de los pacientes con céncer inicialmente no
es especifica hasta que se agudiza en el 6rgano donde se ubicala neoplasia maligna y suele ser
de sintomas muy generalizados. En algunos casos, ya en etapas avanzadas, surgen
protuberancias visibles, por lo que su diagnéstico y combate son fundamentales en etapas
iniciales.
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1.2 Las terapias contra el cdncer

Actualmente hay variedad de técnicas empleadas para combatir o erradicar el cancer. Sin
embargo, cada una presenta complejidades en su aplicacién, costos y/o efectos secundarios.
Entre las mas importantes a mencionar estan (Imagen 4):

Quimioterapia: Se describe como el uso de farmacos antineopldsicos para el
tratamiento del céncer. La meta general es matar a las células tumorales o inhibir su
proliferacién y metdstasis, sin embargo, en la mayoria de los casos estas terapias estan
limitadas por la incapacidad quimica de las moléculas usadas de distinguir entre el
tejido sano y el tejido tumoral?.

Radioterapia: En esta modalidad se aplica radiacién ionizante al paciente (Rayos X o
rayos y) para destruir masas tumorales, dafiando el ADN o las moléculas importantes
para las células®. Asi también las radioterapias cargan con el mismo problema?*, a pesar
de haberse demostrado que los tumores disminuyen su volumen, logran generar
efectos colaterales como dafio agudo a la piel, dolores leves o agudos generalizados,
fatiga, entre otros.

Inmunoterapia: Esta terapia tiene como objetivo activar el sistema inmunolégico del
paciente para combatir las células cancerosas mediante la administraciéon de farmacos
inmunoestimulantes. No obstante, se pueden presentar efectos de resistencia a los
farmacos, asi como efectos secundarios sistémicos (desde pruritos e irritaciones hasta
afectacion grave de otros tejidos u érganos)?.

Cirugia: Comunmente considerada como la opcién ultima para la remocion, la cirugia
oncolégica estd enfocada en la extirpacién del tumor y/o del tejido circundante. Sin
embargo, existe un alto riesgo en estos procedimientos, ya que pueden causar que los
tumores aceleren su crecimiento o la metastasis de células pertenecientes a este®.

Queda claro que los efectos colaterales son los principales problemas que presenta el disefio
de estos tratamientos y es necesario recurrir a tecnologias o procesos alternativos para
mitigarlos o intentar evitarlos.

Terapia
hormonal

Cirugia Inmunoterapia
] B &
Transplante de Radioterapia
médula 6sea
Quimioterapia Terapia

personalizada

Imagen 4. Ejemplos de los tipos de terapias para combatir el cancer
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1.3 Los nanomateriales como herramientas contra el cdncer

La ciencia de los materiales define a los nanomateriales como aquellos en los que por lo menos
una de sus dimensiones se ubica en el rango de 1 a 100 nm aproximadamente’. Debido a su tamafio,
forma y composicion estos materiales exhiben propiedades unicas y novedosas que pueden ser
empleadas en distintos campos®. Con base en su composicion quimica, se les clasifica como
organicos (Dendrimeros, nanotubos de C, micelas, liposomas), inorganicos (nanoparticulas de
Au, Ag, Cu, o6xidos metdlicos, ferritas y puntos cuanticos) o una mezcla de ambos
(nanocompédsitos y materiales nanoestructurados) (Imagen 5). Porlo tanto, se pueden encontrar
nanomateriales en distintos campos como la electrénica®, los productos cosméticos!?, la
agricultural!l, la medicina!?y otros.

43
= z 3:; : g

Grafeno Nanotubos de C “L' 5“'!-

Iposomas
Au

Dendrimeros
Fe,0,
1 nm 100 nm

Imagen 5. Ejemplos de nanomateriales.

1.3.1 Los nanocompdsitos. composicion, propiedades y funciones

Los nanocompdsitos son nanomateriales conformados de por lo menos dos materiales (y por
lo menos uno de ellos estd en la escala nanométrica), los cuales no estdn quimicamente
enlazados y son diferenciables entre si. Como resultado de esta conformacién, suelen mejorar
alguna propiedad anterior o, en otros casos, exhiben alguna nueva propiedad. Y cuando uno de
los componentes posee caracteristicas de naturaleza magnética, se les denomina
nanocompositos magnéticos (NCM)!3. Recientemente los NCM son investigados por sus
propiedades aplicables en el area biomédica, por su capacidad de ser usados como formas de
diagnosticar y/o tratar enfermedades aplicando sus nuevas propiedades!'4. Estos
nanomateriales pueden responder al pH para liberar farmacos!>!6, es posible adherirles
polimeros para cambiar sus cargas idénicas!” o estabilidad en los medios acuosos, los farmacos
pueden ser adsorbidos dentro y/o fuera de los materiales!®19 o es posible agregarles moléculas
que tengan afinidad a receptores sobreexpresados en células cancerigenas?’. Existen evidencias
de la capacidad de generar terapias menos invasivas, mas especificas y controladas para
problemas como la eliminacién de los tumores, como en el caso de la hipertermia?'-?*y la
terapia fotodindmica?-?7, que han demostrado ser una alternativa complementaria a la
quimioterapia para mejorar sus efectos de manera sinérgica?428.

En este proyecto de investigacion se propone la implementacién de un NCM compuesto de dos
nanomateriales, nanoparticulas de CoFe,O,y de Au. Se espera que la conjuncién de estos dos
permita el desarrollo de una terapia hibrida a raiz de las caracteristicas de cada uno
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1.4 Disefio del NCM

1.4.1 CoFe,0,(Superparamagnético) como componente del NCM

Las nanoparticulas de CoFe,O, superparamagnéticas son un material clasificado como éxido
metalico superparamagnético?® de color negro, insoluble en agua y conductor de la electricidad.
Posee alta coercitividad magnética con alta estabilidad fisica y quimica?’, elevada anisotropia
magnetocristalina, elevada temperatura de Curie (Tc) y elevada saturacion magnética (Ms)3!.
Este tiene estructura cristalina cubica centrada en las caras (ccc) de espinela (también llamada
Ferro-espinela), perteneciente al grupo espacial Fd-3m (ancho de celda a = 8.39 A)?y esta
compuesta por 56 iones por celda unitaria. Como se muestra en la imagen 6, los O estan
acomodados en estructura tetraédricay octaédrica, en la cual los atomos de Fe y Co se ubican
en la mitad de los sitios octaédricos respectivamente y el Co en 1/8 de los sitios tetraédricos
de coordinaciéon y sus momentos magnéticos (Fe y Co) estdn alineados en antiparalelo3:. Se
reporta que es biocompatible con algunas lineas celulares humanas (Por ejemplo, en HepG2
existe tolerancia hasta concentraciones de 1.0 mg/mL) y es capaz de generar hipertermia
magnética®4. Sin embargo, la mayor limitante de estos materiales radica en su ineficiente
dindmica coloidal lo que genera que aglomeren réapidamente, y se formen efectos de
bioacumulacion que puedan desencadenar efectos citotdxicos a concentraciones relativamente
bajas?9:3%, Para este problema se han agregado moléculas organicas mucho més biocompatibles
a la superficie de estos materiales?® logrando resultados favorables.

(b)

-

’t—> b o> b

Imagen 6. Estructura cristalina de la espinela. Imagen tomada de Sundaresan A., et al. (2021).
a) Se muestran los tetraedros y octaedros con sus respectivos sitios tetraédricos y octaédricos
ocupados b) Tetraedros formados por el O (rojo) con sus vacancias ocupadas en el centro por
Fe c¢) Octaedros formados por el O (rojo) con sus vacancias ocupadas en el centro por Fe o Co

Generalmente, en la escala macrométrica, los 6xidos metdlicos (mas especificamente, las
ferritas) muestran propiedades magnéticas intrinsecas (como su propio campo magnético). Sin
embargo, en los nanomateriales el fenémeno del magnetismo se manifiesta de distintas
maneras y puede variar en funcién del campo magnético aplicado al material, la susceptibilidad
magnética, la temperatura y la remanencia en el momento magnético (u) de los &tomos que lo
componen. Con base en lo anterior, los nanomateriales se pueden clasificar considerando el
conjunto de los momentos magnéticos de sus 4&tomos y su respuesta a un campo magnético
aplicado®” (Imagen 7 y tabla 2).
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a) Magnetizacién (emu/g)

b) “.‘ ¢¢¢¢

Campo

aplicado
(G)

Sin campo magnético aplicado
Campo magnético aplicado

———— Ferromagnético “ “ & " ’ ’

Paramagnético

Superparamagnético ‘ ‘ i
= Paramagnético ‘ ! '* "'

Diamagnético
Imagen 7. Ejemplos de clasificacion de los nanomateriales magnéticos en funcién del
momento magnético. a) Clasificacion con base en los momentos magnéticos en funcion del
campo aplicado b) Representacion de los momentos magnéticos siny con un campo magnético
aplicado

Tabla 2. Clasificacion de los nanomateriales mainéticos

Los momentos magnéticos se alinean fuertemente con el
campo magnético y permanecen en esta direcciéon aun

Ferromagnético i ' i .
g cuando el campo ha sido retirado. Existe remanencia
magnética
. s Debajo de la T sus momentos magnéticos estan alineados
Ferrimagnético .
en antiparalelo, pero no se cancelan totalmente
. o Los momentos magnéticos se alinean en antiparalelo cuando
Diamagnético

un campo magnético se le aplica al material

Los momentos magnéticos estan alineados aleatoriamente y
Paramagnético se alinean cuando se aplica un campo magnético, pero sin
remanencia magnética

Los dtomos de estos materiales se comportan como un solo
Superparamagnético momento magnético y al aplicar un campo magnético se
alinea con este de forma exponencial

Desde hace varias décadas, los nanomateriales magnéticos han empezado a captar la atencién
de muchos grupos de investigacién por sus aplicaciones biomédicas??2838-44 Se han tratado de
usar y aplicar en tratamientos para inhibir bacterias y/o infecciones?’, en la deteccién de
enfermedades y como coadyuvantes o terapias alternas‘é y/o complementarias a otras ya
existentes?’. En el caso de las nanoparticulas de CoFe,0O, se han empezado a aplicar en
tratamientos de hipertermia magnética (HTM) (Imagen 8) como terapia complementaria a las
quimioterapias obteniendo resultados positivos3448, Esta consiste en el aumento de la
temperatura (>>37 °C) usando nanomateriales y campos magnéticos como tratamiento
terapéutico para algunas patologias.

17




O |||1|

Phatothermal M

Magnetlc therapy

Photodynamlc
thera pv
-(a'\'.urab,rs

AT\

‘||w

\ G .
Tissue A Bacteria

Engineering ‘o Magnetic & Inhibition

\x | ((C:’)

Contrast Magnetic
agent Targeting

¥

Chemotherapy MRI

Imagen 8. Ejemplos de aplicaciones en el campo de la biomédica de las nanoparticulas
magnéticas. Imagen tomada de Martins et al. (2021)*7

El origen del aumento de la temperatura surge de dos mecanismos, la relajacién de Néel y la
relajacion de Brown (Imagen 9a). En la relajacién de Néel, se asume que los momentos
magnéticos de los &tomos de una nanoparticula superparamagnética pueden ser considerados
como uno solo y que por la susceptibilidad magnética del material responderéa fuertemente a
los campos magnéticos aplicados en él. Cuando una nanoparticula es incapaz de rotar (ya sea
por la viscosidad del medio donde se encuentra o por su incapacidad energética), sucede que
la energia térmica (kgT) de ésta es mucho menor que la barrera energética anisotrépicay, por
lo tanto, el p oscilara entre los estados basal y excitado (Imagen 9c). El tiempo en el que sucede
la oscilacion de estos dos estados se le denomina relajacion de Néel (tn) y el tiempo de
relajacion en campo cero esta representado por:

KVMNP

b

Ty = Toexp (

Donde T es la temperatura absoluta, Vuwe s el volumen de la nanoparticula magnética, ks es
la constante de Boltzmann y 7, es la escala tiempo de cambio angular de p4%°0. En las
mediciones magnéticas, se denomina 7., al lapso en el cual se mide la oscilacion de y. Cuando
Tm>>Ty €l cambio de p sucedera de manera que su magnetizacion promedio sera cero,
generando el estado superparamagnético del material. Asi cuando se apliquen campos
magnéticos oscilantes, cambiard en la direccion de este causando que el diferencial de energia
entre ambas direcciones sea liberado como energia térmica al medio®! (Imagen 9b).

En el caso de la relajacion browniana, cuando las nanoparticulas estan suspendidas en un medio
y logran vencer la resistencia viscosa de este, g4 puede girar junto con la nanoparticula. Una vez
retirado el campo, estas se moveran a su posicién inicial y al lapso en el que sucede se le
denomina relajacién browniana (tg), la cual esté representada por:

- 30Vup

wr @

Tp

Donde 7 es la viscosidad del medio y Vgp es el volumen hidrodindmico de la nanoparticula. Al
moverse junto con el campo magnético (es decir, su eje central se movera con el campo) se
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genera friccidon entre ellas y con el medio, convirtiendo la energia magnética en energia cinética
y por consecuencia elevar la temperatura de la zona donde se ubiquen®? (Imagen 8d).

a Néel Brownian

d

kgT<< AE  Brownian kgT<< AE

Gre 0
0 m

0 (rotation angle) TT

Imagen 9. Ejemplificacion del comportamiento dindmico de la hipertermia. a) Diferencia entre
los mecanismos de la relajacion de Néels (movimiento del momento magnético respecto al eje)
y Brown (Movimiento mecénico de la particula); @ es el angulo entre el momento magnético y
el eje de magnetizaciéon, Dune didmetro de la nanoparticulay Dupes el didmetro hidrodinédmico.
b) Relajacion de Néel en campo cero cuando kzT >>KVynp c) La relajaciéon de Néels no es
permitida si la nanoparticula es incapaz de moverse fisicamente y k5T <<KVunyr d) Relajacion
de Browniana cuando la nanoparticula esta suspendida en un medio. Imagen tomada de Nikitin
et al. (2022)%°

1.4.2. Nanoparticulas de Au como componente del NCM

El Au es un elemento de la familia 1B de los metales de transicién, con numero atémico 79. Es
buen conductor de la electricidad y del calor, de alto valor comercial y apreciado por sus
caracteristicas fisicas y quimicas, como la alta estabilidad y poca reactividad con el oxigeno?®:.
Su configuracién electrénica es [Xe] 4f145d1° 6s! con unradio atémico de 174 pm, su estructura
cristalina es ccc y cada celda unitaria estd formada de 4 atomos (Imagen 10) con un parametro
de red de a=4.078 A y pertenece al grupo espacial Fm_3m?®4. Una caracteristica relevante de
las nanoparticulas de Au (AulNP) es que pueden ser sintetizadas mediante diversas rutas
quimicas a partir de sales precursoras de Au (generalmente HAuCl,)*®, lo que ha permitido el
desarrollo de una amplia variedad de morfologias en las nanoparticulas como esferas, barras,
estrellas, cubos, hexaedros, por mencionar algunas®>’. Existen varios reportes de la alta
biocompatibilidad de este material y su aplicaciéon biomédica en varias modalidades,
principalmente como material plasménico?%8-63,

Imagen 10. Estructura cristalina ccc del Au y esquema de distintas nanoparticulas de oro
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Adicionalmente, a las AuNP también se les considera como nanomateriales plasménicos debido
a que se presenta un fenémeno cudntico al interaccionar con ondas electromagnéticas
resonantes con este llamado, plasmdn de resonancia superficialf4(PRS). Cuando una onda
electromagnética colisiona con una nanoparticula plasmoénica (y su longitud de onda es
coherente con esta, Imagen 11a) los electrones de la banda de conduccién se polarizaran,
actuaran como dipolos y seradn perturbados por la onda moviéndose en resonancia con esta.
Asi, los electrones pasaran de un estado basal a un metaestado excitado migrando de manera
coherente a la superficie de la nanoparticula (Imagen 11b). Después trataran de regresar a su
estado basal liberando el diferencial de energia de dos maneras (esto, dependiendo del tamafio
y forma implementados): como fotones (dispersion con radiacién energética) o como energia
no radiante mediante efectos fotodindmicos (dispersion sin radiacion energética o dispersién
fotoquimica, Imagen 11b). En el caso de la dispersion fotoquimica, es posible generar especies

reactivas de oxigeno (ROS) como el O, a partir de tripletes de oxigeno (*0O,) provenientes de

singletes de oxigeno (10,)65-67,
(a)
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Imagen 11. Representacion de las excitaciones de los electrones de la banda de conduccién
en nanomateriales plasmonicos. a) Onda electromagnética interactuando con una
nanoparticula metalica esférica, en la que sus electrones oscilan de forma coherente con la
onda. b) Energia electromagnética interaccionando con los electrones en estado basal (So) y
llevandolos a estados excitados (Si, S;... Sn). Dependiendo de la energia irradiada, serd como
el material se desprenda de esta; Fluorescencia (Fluorescence), Fosforescencia
(Phosphorescence), Dispersion sin radiacion energética (NRD): Efecto fototérmico (P T effect),
Efecto fotoacustico (PA effect). Imagen tomada de H. Kim et al. (2021)56
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1.4.3. CoFe;0,y las AuNP como nanocompdsito magnético

Los nanomateriales magnéticos y las AuNP son investigados por las atractivas propiedades que
muestran de manera individual, sin embargo, la conjunciéon de estos como material
nanoestructurado también es de interés por la sinergia que forman. Investigaciones recientes
muestran la versatilidad de este material dependiendo del disefio usado en el proceso (Imagen
12); ya sea como agregados®®, de forma de nucleo/coraza® o nanocompositos’. En este
proyecto se proponen dos alternativas de NCM; CoFe,0,-Citrato-Au (NCMCit) y CoFe,O.-
Glicina-Au (NCMGly). La adicién de las moléculas orgéanicas al NCM se debe a que se desea
aumentar la estabilidad coloidal, factor fundamental para el propédsito buscado. Como
consecuencia de lo anterior, se espera mejorar la eficiencia de la THM y TFD en fluidos y
cultivos celulares, evitar la agregacion e inactivacion del material®, asi como eficientar la
disipacién del calor y con ello sensibilizar a las células cancerigenas. Por lo tanto, utilizando el
efecto de la THM en conjuncién con la TFD como terapias adyuvantes, se busca mejorar la
eficiencia de los tratamientos antineoplésicos?2:44:47,50,59.71,

Anchored
gold
nanoparticles

Gold

Imagen 12. Representacion de distintas maneras de disefio de la conjuncion de CoFe,O,4 con
AuNP. Imagen tomada de Carla F. et al. (2013)8°

Debido al tamafio de las células y los nanomateriales, las técnicas clasicas de microscopia no
son capaces de observar las interacciones que puedan suceder entre ellos. En este proyecto, se
propone la implementacion de técnicas avanzadas de microscopia para observar los fenémenos
de interés. Una de las técnicas aplicadas es la microscopia de epifluorescencia (Imagen 13), la
cual posee la particularidad de poder filtrar la luz mediante el uso de espejos dicrodicos y filtros
monocromaticos para eliminar aberraciones y obtener imagenes en alta resolucién de los
objetos estudiados ya que esta permite obtener imagenes usando sondas fluorescentes. A partir
de esto, la microscopia holotomografica (MHT) surge como una herramienta de frontera, la cual
es capaz de generar imagenes en tres dimensiones sumando distintos planos para recrear la
forma tridimensional. Esta técnica se basa en los indices de refraccién de cada uno de los
componentes de la célula (Imagen 14), lo que le permite resolver las imagenes con alta precision
y claridad, revelando las interacciones tanto dentro como fuera de la célula con el nanomaterial.
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Complementario a esta técnica la microscopia de fuerza atémica (MFA) puede analizar las
muestras con gran precisién ya que no estd basada en interacciones de luz-materia sino de un
contacto directo con esta mediante el uso de un cantiléver (Imagen 15) el cual va registrando
la topografiareal de la muestralo que permite generar no solamente imagenes bidimensionales
sino crear imagenes tridimensionales de las muestras, lo que permita no soélo analizar su forma

y tamafio, sino que ademas entender la reologia e interaccién de las muestras analizadas.
1 Light source

»

Exciled slale levels

Imagen 13. Funcionamiento del microscopio de epifluorescencia. A la izquierda, se muestra el
diagrama de bandas para los niveles de energia basal (S;) y excitados (S;;) de manera que
cuando un electrén es excitado por un fotén coherente con este (+4v), migra a un orbital de
mayor energia y cuando regresa a este el diferencial de energia es emitido como un fotén de
menor energia (-hv). A la derecha, se muestra el esquema general del funcionamiento interno
de un microscopio de epifluorescencia. Imagen tomada de Dima et al. (2020)72
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Imagen 14. Funcionamiento del microscopio holotomografico. a) Representacion
esquematica de la composicién del microscopio holotomografico. b) Tipos de imagenes que
pueden obtenerse de una muestra. Imagen tomada de Medina et al. (2024)3
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Imagen 15. Desarrollo de los distintos modos de funcionamiento a lo largo del tiempo de la
microscopia de fuerza atémica. En esta se muestran las modificaciones de los cantiléver para
ser usados en las variantes de esta técnica. Imagen tomada de Dufrene F. et al. (2017)7
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Capitulo 2. Antecedentes

2.1 Terapia hipertérmica magnética

La hipertermia es una técnica aplicada en la medicina desde hace varios siglos. Los médicos
en la antigiiedad la usaban induciendo fiebres artificiales para remediar o combatir algunas
enfermedades (Imagen 16). Existen registros desde los griegos” en los cuales se usaban fiebres
inducidas para tratar de curar enfermedades como el cancer; incluso Hipocrates clamaba que
este seria un gran recurso para curarlas. Sin embargo, hasta los afios 1900’s empez6 a
estudiarse como una técnica médica formal. Inclusive, la compaifiia Siemens disefié un aparato
llamado “Pomp-Siemens”’® enfocado en esta terapia para mejorar los tratamientos en pacientes
oncologicos integrando microondas, aire caliente y radiofrecuencias. Actualmente, la
hipertermia se define como la elevacion de la temperatura en un rango de 39 a 45 °C del tejido
cancerigeno para su destruccién por necrosis o apoptosis (siendo este ultimo el mecanismo de
preferencia).

Frequently used,
evidence based

House-hold Steam- Water/wax
“wisdom” chamber  immersion

Infra-red
heating

Hot bath wgier.gteam Extra high Water-filtered
Sauna design temperature Multireflection
Hot drinks Multilayer filter

Imagen 16. Distintas modalidades de induccion de la hipertermia a través del tiempo. Imagen
tomada de Lee et al. (2020)

Existen reportes de mejorias de pacientes en los cuales ademéas de su terapia de rutina se
complementaba con la hipertermia???47%8, Estudios clinicos demuestran que al aplicar la
hipertermia como adyuvante en la quimioterapia, existe un aumento de la reduccién de la masa
cancerigena mejorando la probabilidad de sobrevivencia en pacientes pediatricos™.
Actualmente se busca que esta técnica sea lo mas localizada posible para reducir dafios

colaterales al tejido sano y aumentar la eficiencia de las terapias basicas (Imagen 17).
Magnetic Nanoparticles

S &
5N
*-\2
Local destruction
of tumor

Alternating Magnetic Field

Imagen 17. Esquema de la hipertermia basada en nanoparticulas magnéticas. Imagen tomada
de Benos L. et al. (2022)™
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Estudios demuestran que la hipertermia ayuda a mejorar la cinética de los fArmacos usados en
las quimioterapias debido a que el calor aumenta el flujo de particulas en las membranas
celulares causando dafio en ellas y generando un aumento de la concentracion del farmaco
dentro de las células y aumento de la sensibilidad de la célula hacia este (Imagen
18)21,22,39.40505276  Se ha reportado que la modificacién de la fluidez y permeabilidad en las
membranas celulares promueve la internalizacién activa de substancias enla célula y con esto,
se logré mejorar la eficacia de las quimioterapias®.
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Imagen 18. Efectos de la hipertermia en las membranas celulares y organelos membranosos.
Se muestra cémo las estructuras celulares pierden su forma y funcién cuando existe un
aumento de temperatura considerable. Imagen tomada de Scutigliani E. et al. (2021).

Otras evidencias sugieren que la hipertermia causa desnaturalizacién de las proteinas por la
elevacién de la temperatura. Se reporta que las proteinas transmembranales (como en el caso
de la bomba Na*/K*) pierden actividad o su completa funcién (Imagen 19) modificando el
transporte activo de las membranas alterando asi el metabolismo celular, sus gradientes i6nicos
y el potencial de membrana causando la muerte celular?4.
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Imagen 19. Esquema representativo de la hipertermia a nivel celular cuando las proteinas se
desnaturalizan y pierden su funcioén, llevando a la muerte celular. Imagen tomada de Noraida
A. et al. (2023)8!
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También se reporta que la hipertermia genera el aumento en la creacién de ROS, causando
estrés en la célula y acelerando el proceso de la apoptosis®. En la imagen 20 se muestran
distintas rutas de dafio celular causadas por la hipertermia; investigaciones demuestran que el
aumento de ROS se relaciona directamente con el aumento de la actividad en la mitocondria
por el estrés generado por el calor, asi como el aumento en la produccién y activacion de

proteinas como la caspasa-3 para inducir apoptosis®?.
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Imagen 20. Efecto de la hipertermia en las células cancerigenas en conjunto de la
quimioterapia, se mencionan las diferentes maneras en que se generan las ROS y con esto, la
apoptosis. Imagen tomada de Ga Y. et al. (2022)83
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2.1.1 Estado actual de su implementacion

Con ayuda de la nanotecnologia, la terapia de hipertermiaha evolucionado en una forma més
localizada, controlada y eficiente mediante los nanomateriales magnéticos (Imagen 21). En
conjunto, crean la hipertermia magnética, la cual se puede definir como Ila técnica de aumento
de temperatura en un rango de 39 a 45 °C originada por nanoparticulas influenciadas por un campo
magnético. Uno de los principales objetivos buscados en las mds recientes investigaciones es
que este efecto sea lo mas localizado y controlado posible. Gracias a la nanotecnologia se han
desarrollado metodologias que logren estos objetivos®.

Classification of hyperthermia

(A) (B)
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Imagen 21. Ejemplos de tipos de terapia de hipertermia. A) Hipertermia local superficial B)
Hipertermia regional profunda en un tumor profundo C) Hipertermia en una parte especifica
del cuerpo D) Hipertermia general E) Hipertermia sanguinea de perfusién F) Hipertermia
interna usando un dispositivo intracorporal. Imagen tomada de Deb et al. (2019)2!

Como se muestran en las investigaciones de Cervantes O. et al. (2020)4® los tumores tratados
en animales de laboratorio mostraron resultados favorables. Usando Fe;O, funcionalizada con
dopamina, se detuvo el crecimiento exponencial de las células cancerigenas y, ademas, en
algunos especimenes se mostré una reduccién de la masa tumoral casi en su totalidad después
de un tratamiento de cuatro semanas. También existen compariias dedicadas a la fabricacién
y uso de nanoparticulas superparamagnéticas para combatir el cancer mediante esta técnica.
NanoTherm® es un producto desarrollado por la compaiiia Magforce el cual estd compuesto
por una suspension de nanoparticulas superparamagnéticas de ferrita (Fe;04) y mediante un
aparato disefiado por ellos (NanoActivator®) crean los campos magnéticos para inducir la
hipertermia®® (Imagen 22). Estudios**han probado la efectividad de este producto en ensayos
clinicos, demostrando la reduccion de las masas tumorales y alargando la expectativa de los
pacientes a los cuales se les administré este tratamiento como medida complementaria a los
tratamientos clasicos.

NanoTherm® AS1

Imagen 22. Tecnologia de la compaiiia MagForce. A la izquierda se muestra el ferrofluido
patentado por la compania MagForce (NanoTherm®) y a la derecha, el NanoActivator®,
equipo diseflado para crear los campos magnéticos que generaran la hipertermia magnética.
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2.2 Terapia fotodindmica

Como complemento de la THM, se propone la aplicar la TFD. Esta se define como /a
implementacion de materiales plasménicos para generar ROS 8. Esta técnica empez6é a
desarrollarse a principios de los 1900°s y desde entonces se han tenido avances significativos.
Se parte de un agente fotorreactivo (Imagen 23), el cual interacciona con el espectro
electromagnético y produce ROS mediante el intercambio de e- con especies de oxigeno en el
medio. Esta técnica ha empezado a llamar la atencién por su alta tasa de éxito, asi como por la
toxicidad localizada que puede causar. Se ha demostrado la efectividad de este proceso
mediante ensayos con tumores de esofago, cabeza, cuello y piel®”. Sin embargo, aun es
necesario desarrollar esta técnica por las limitaciones que esta puede tener, como en el caso
de la dosimetria, asi como en la planeacién del tratamiento.

PHOTODYNAMIC THERAPY

*@7
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Imagen 23. Representacién general de la metodologia de la TFD. Imagen tomada de
www.cancer.govsé

Dentro de los considerados ROS se clasifican moléculas tales como los radicales OH-, O,
HOCI, O-% y H;0; los cuales se ha demostrado que a concentraciones moderadas funcionan
como intermediarios en procesos celulares metabdlicos normales de las células cancerigenas
tales como la proliferacion, migracién e invasiéon®. Sin embargo, como se muestra en la imagen
24, cuando su concentracién aumenta se realizan potenciales efectos toxicoldgicos que pueden
inducir apoptosis y/o dafio celular®®.

Normal signaling

+ Secondary messenger
signaling

Tumor promoting

« Increased metabolism
- Increased growth signaling
+ Antioxidant inhibition

Imagen 24. Representacion de la actividad de los ROS en funcién de su concentracién dentro
de la célula cancerigena, cuando estos se encuentran a bajas concentraciones funcionan como
mensajeros secundarios y cuando su concentracion aumenta, comienza a realizar dafio celular.
Imagen tomada de Nakamura H. et al. (2021)8°
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Como se muestra en la imagen 25, los mecanismos de accion de los ROS se pueden clasificar
de tres maneras: inducciéon de la apoptosis (mediada por caspasas), muerte celular por
autofagia e induccion de la muerte celular por necroptosis®. En el caso de la induccién de la
apoptosis, cuando los ROS aumentan su concentraciéon dentro de la célula, la mitocondria
comienza a liberar un exceso de citocromo c al citosol lo cual induce la produccién de
apoptosomas y con ello también la produccién de las caspasas, proteinas encargadas de la
destruccion de otras biomoléculas de manera indiscriminada®%. En el caso de la autofagia, la
célula cancerigenarealiza una autodigestion con la finalidad de reciclar componentes celulares
u organelos dafiados en respuesta a diversas condiciones de estrés en las que se pueda
encontrar®®9. Las ROS suprimiran la actividad de las proteinas reguladoras de la autofagia
(proteinas de la familia ATG), lo que provocara un aumento de este proceso y, con ello, a la
muerte de la célula. Por ultimo, estd la muerte por necroptosis que consiste en una muerte
programada por dafio en los organelos y de la célula en general por medio de la hinchazony
posterior descomposiciéon de esta, también se caracteriza por no estar mediada por las
caspasas®9l,
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Imagen 25. Representacion de una célula cancerigena con capacidad regulatoria de los ROS
mediante las enzimas superoxido dismutasa (SODS) (izquierda) y posteriormente los
mecanismos de dafio celular causados por el exceso de ROS dentro de la célula (derecha).
Imagen tomada de Perillo et al. 2020%

2.2.1 Estado actual de su implementacion

Investigaciones recientes han demostrado la efectividad de esta terapia para el combate y
reduccion de tumores (incluyendo cancer de cuello, cabeza, es6fago y estbmago) en modelos
biolégicos®29. Estudios clinicos actuales han revelado resultados favorables utilizando
farmacos especificos parala TFD, estos tienen la capacidad de ser absorbidos en gran cantidad
por las células cancerigenas y posteriormente producir una considerable cantidad de ROS
dentro de las mismas®”.9°, Sin embargo, la implementacién de NP para la TFD aun esté en pleno
desarrollo, ya que inicialmente estas s6lo habian sido utilizadas como acarreadores de fArmacos
fotosensibilizantes mostrando resultados positivos sin embargo la nueva generacién de
fotosensibilizantes considera a las NP plasmoénicas como una alternativa para la TFD?®".
Estudios in vitro han demostrado la efectividad de las AuNP como fuente de ROS en medios
biolégicos para combatir células HeLa. En estos, se observa una eficiencia del 57% de muerte
celular®®. De acuerdo con diferentes estudios de laboratorio la efectividad de este material
estara en funcion de su morfologia, tamariio y eficiencia de produccién de ROS, por lo que el
disefio y modificacién de estos factores resultaran fundamentales para su implementacién en
estudios clinicos®’.
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2.3 Terapia hibrida: hipertermia y fotodindmica en conjunto

Existen multiples estudios y reportes acerca de las capacidades de la terapia de hipertermia
aplicada como terapia contra el cancer. Como se describié anteriormente, los mecanismos que
esta ejerce pueden eliminar masas tumorales, asi como ayudar a mejorar otras terapias (como
el caso de la quimioterapia y radioterapia)?35975 . Del mismo modo, se han logrado describir las
capacidades y oportunidades de la TFD en el campo de la oncologia, sin embargo, hasta este
momento no existen abundantes reportes o estudios que combinen ambas terapias para
combatir el cancer.

Estudios recientes proponen la implementaciéon de multiples terapias o terapias hibridas en los
pacientes para mejorar los resultados en el combate contra el cancer’%. Mediante la
combinacion de diferentes efectos es posible eliminar efectos secundarios de los farmacos o
disminuir su actividad sistémica evitando su actividad en lugares no deseados (Imagen 26).
También es posible mejorar la permeabilidad de los tumores y al mismo tiempo destruirlos
desde dentro mediante distintas terapias

En este proyecto se propone el disefio de un nanomaterial capaz de generar terapia hibrida
conjuntando los efectos de la hipertermia con la fotodindmica, de manera que la sensibilizacion
y dafio de la hipertermia pueda potenciar la entrada y efectividad de los ROS para asi, aumentar
el dafio celular en los modelos aplicados y con ello demostrar el potencial terapéutico del
material en condiciones de laboratorio e in vitro.
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Imagen 26. Representacion de las multiples terapias y tratamientos que pueden ejercer los
nanomateriales de manera conjunta a las terapias clasicas. Imagen tomada de Jadhav V. et al.
(2025)%
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Capitulo 3. Metodologia

3.1 Sintesis de CoFe,0,

Para la sintesis de las nanoparticulas de CoFe,0O, se utilizé una metodologia propuesta por 1.
Medina et al. (2020) (Imagen 27). En ésta, se utiliza una ruta por microondas para inducir la
reaccion entre los precursores acetilacetonato de Co (II) (Aldrich, Francia) (ACAC Co) y
acetilacetonato de Fe(IlI) (Aldrich, E.U.A) (acac Fe). Se parte de una solucion al 0.66 mmol de
acac Fe y 0.33 mmol de acac Co en 5mL de alcohol bencilico (Karal, México) y después, se
lleva al equipo de microondas (CEM Discover System 908005) para inducir la reaccién. Se hace
un primer ciclo a 40 W de potencia, 60 °C por 2 min y posteriormente un segundo ciclo a 300
W, 200 °C por 5 min. Terminado el tiempo, se resuspenden las nanoparticulas en éter con la
finalidad de solubilizar los sobrantes de la reaccién y limpiar las nanoparticulas. Se realizan 5
lavados con éter y posterior a esto se dejan secando en estufa por 10 min a 60 °C para obtener
un polvo fino de color negro brillante.
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=
= 4 .
adh = + - + =
. mﬁl’lm‘ﬁfﬂﬁm .
ler ciclo 2do ciclo CoFe204 Lavados con
ACAC Co 0.33 mmol 40w 300w Eter
ACAC Fe 0.66 mmol B0 °C 200°¢

5 2 min 5 min
5 mL alcohol bencilico ! !

Acetilacetonato de Co (Il) = ACAC Co
Acetilacetonato de Fe (Ill) = ACAC Fe

(polvo)
B)
W
Q o i
S L AT J\
TR0 \ % ———  Fe® + Cot .
~0 o I o o=
ACAC Fe
Fe-Co
F+0 R ———
Alcohol bencilico i =
Co-0

CoFe,0,

Imagen 27. A) Diagrama general de la sintesis solvotérmica de nanoparticulas de CoFe,0,
activada por microondas B) Reaccién de formacion de CoFe,0,4 usando los precursores acac
Fe y acac Co. En la primera etapa se aumenta la temperatura del sistema para disolver los
precursores y posteriormente llevar los metales a estado coloidal; Luego estos forman enlaces
entre ellos y el oxigeno para formar los octaedros y tetraedros que darédn paso a la estructura
de la ferroespinela y formacion de las nanoparticulas
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3.2 Funcionalizacion de las nanoparticulas de CoFe;0,

Para el proceso de la funcionalizacion se partira de una solucion de 80 mL de agua desionizada
y se disolveran 2.15x10-4 mmol de Citrato de sodio dihidratado (J.T. Baker, E.U.A.) (Imagen 28).
Posteriormente agregar las nanoparticulas de CoFe,0, para alcanzar una concentracion de
4.30x10* mmol en la solucién y se lleva a bafio ultraséonico por 30 min. Pasado este tiempo,
llevar la solucién en bafio maria por 2 h a 60 °C en agitacion, con tubo refrigerante y dejar en
reaccion. Terminada la sintesis, refrigerar durante al menos 12 h para favorecer la precipitacién
y posteriormente centrifugar (OHAUS FC 5816) a 4500 rpm por 10 min y retirar el
sobrenadante. Repetir el proceso hasta obtener un sobrenadante claro y posteriormente secar
el material en estufa hasta obtener unos polvos finos y secos. Para el caso de la Gly (J.T. Baker,
E.U.A)), la metodologia serd la misma, pero se disolveran 2.156x10-4 moles de Gly en 80 mL de
alcohol etilico.

— 4.3x10%4

moles
80MLH20  CoFe204 T
2.156x10"4 3 min
moles Citrato

A e

4 —— . ‘ /

60 °C hasta 4500 rpm, 10 min / \

et J | Reposar toda
- la noche

Imagen 28. Funcionalizacion de las NP de CoFe;O4 con citrato

3.3 Sintesis de nanoparticulas de Au (AulNP)

Para la sintesis de las nanoparticulas de Au se propone una ruta (Imagen 29) basada en los
reportes de Carredn-Alvarez et al. (2020)7 y Min H. et al. (2018)%® para obtener las
nanoparticulas debido a sus atractivas propiedades de plasmén superficiallocalizado. Se parte
de una solucién de 20 mL de agua desionizada a la cual se le afiadiran 40 pL de una solucién
50 mM de HAuCl,-3H,;0 (Sigma Aldrich, USA) y 0.5 mL de una solucioén al 0.1% p/v de citrato
de sodio dihidratado (J.T. Baker, Canada) en constante agitacion. Posteriormente se agregan
0.1 mL de H;0; al 30% (REASOL, México), la solucién debera cambiar a una tonalidad rosa
indicando la formacién de las nanoparticulas, y se deja reaccionar por 30 min para su posterior
uso para la sintesis de los NCM.

Temp. Ambiente
Agitacion constante

200 pL H202

0.5mLCit. Na 404l HAuCls 20 mL H20 30% Nanoparticulas de Au

0.1% pfv SomM desionizada

Imagen 29. Representacion de la ruta de sintesis de las AuNP
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3.4 Sintesis de CoFe;04Cit-Auy CoFe,0,Gly-Au

A partir del coloide de Au NP sintetizado, se agregaran 10 mg de CoFe,0,-Cit/CoFe,04-Gly
por cada 1 mL del coloide (Imagen 30). Tomando toda la solucién sintetizada de NP de Au y
adicionandole la cantidad respectiva del material, se lleva al bafio ultrasénico por 30 min para
dispersar lo mas posible la CoFe,0,4-Cit. Posteriormente se deja en agitacion vigorosa por 24 h.
Pasado el tiempo de reaccion, se recupera el material (CoFe,04-Cit/Gly-Au) por centrifugacion
por 10 min a 4500 rpm hasta obtener un sobrenadante lo mas claro posible. Se separa la parte
liquida de la sélida y se lleva a la estufa a 60 °C hasta secar por completo el material.

—_—
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Imagen 30. Representacion de la metodologia de sintesis de CoFe,0,4-Cit-Au

3.5 Caracterizacion de materiales

Los analisis DRX fueron realizados en un equipo Siemens D500 con una fuente de electrones
de Cu-Ka (1=1.541874 A) en un rango de 20° a 80° 26 en intervalos de 0.02°. Para la técnica
de microscopia de transmisién de electrones se utilizé un equipo Jeol Arm 200F (Tokyo, Japon)
con una fuente de electrones del tipo Cold FEG a una potencia de 200 kV y un detector tipo
Schottky con correccion de aberracién esférica CESCOR a una resolucion de 80 pm y un
detector de campo obscuro de angulo amplio y contraste Z junto con un detector EDS Oxford
AZtecTEM para los andlisis elementales quimicos. Los anélisis de VSM se realizaron en un
equipo Quantum Design, Versa-Lab (California, USA). Los andlisis de espectrofotometria
infrarroja fueronrealizados en un equipo JASCO FT/IR-4100 y los andlisis UV-Vis en un equipo
Thermo Scientific Helios Omega UV-Vis. En el caso de los andlisis TGA se realizaron en un
equipo TGA-1000 ISI (Wioming, USA) de 0° a 1000 °C a una velocidad de 10 °C/min. Para las
pruebas de calorimetria magnética se utiliz6 un equipo patentado por el grupo de investigacion
de Cano et al. (Patente 65340 MX). Este se operd en un rango de 0 < H < 366 paralos campos
magnéticos y las mediciones se realizaron en campos magnéticos alternantes a una frecuencia
de 530 kHz por 5 min de 15 a 30 Oe; la temperatura de las muestras fue registrada usando un
sensor fluoroptico Luxtron One (California, USA) usando ferrofluidos (3% goma arabiga) a una
concentracién de 1mg/mL.
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3.6 Prueba de hemdlisis

Es fundamental determinar la biocompatibilidad de todos los materiales que se deseen
implementar para funciones biomédicas, por ello, la prueba de hemélisis se utiliza como ensayo
estandar para medir este parametro. Como la sangre es un tejido que se encuentra en todas las
partes del cuerpo y se transporta en él toda clase de sustancias, resulta el modelo ideal para
medir la capacidad de compatibilidad de los materiales.

Se obtiene la muestra por puncion venosa y se recolecta en tubo verde (sistema Vacutainer®)
para evitar su coagulacién. En un tubo de ensayo se agregan 50 yL de tejido sanguineo, 10 mL
de solucién salina fisiolégica (SSF) y se adicionan las cantidades correspondientes de
nanoparticulas para tener las distintas concentraciones (Tabla 3)

Tabla 3. Cantidades i concentraciones a las que se realizé la irueba de hemolisis

: : 50 pL
mg CoFe,0, 2 4 6 8 10 | 50 pL eritrocitos . oS
[CC1Crieg 0] 15 | 20 | 25 | 30 10 mL agua 10 mL SSF
pg/mL]

Una vez preparados los tubos, se dejaran en agitacién en el termobafio a 37 °C por 3 h en
obscuridad. Pasado el tiempo, centrifugar a 3500 rpm por 5 min. Usando un equipo de la marca
Thermo Scientific, modelo Helios Omega UV-Vis, se hace una lectura de los tubos por
espectrofotometria UV-Vis a 4=525 nm para determinar la absorbancia de cada uno. Para
determinar el porcentaje de hemdlisis se usa la siguiente ecuacion:

Abs de la muestra — Abs control (=)
Abs control (+) — Abs control (=)

% de hemdlisis = < ) * 100 (3)

Porcentajes mayores al 5% se consideran como no aceptables para considerar al material
biocompatible a esa concentracién34+9°,

Imagen 31. Representacion de la prueba de hemodlisis. En la parte superior se representa la
hemolisis y debajo los eritrocitos sanos.
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3.6.1 Hemdlisis con luz infrarroja

Una vez determinada la biocompatibilidad de los materiales, se aplicé la misma metodologia
que en la prueba de hemolisis (Imagen 32) usando 50 pL de tejido sanguineo, 10 mL de SSF y
10 pg/mL de cada material (CoFe,O,-Cit-Au y CoFe,04-Gly-Au). Se usaron 6 tubos con la
misma concentracién de material y se mantuvieron en agitacion en el termobafio durante 1 h a
37 °C. Posteriormente, se comenz6 a irradiar los tubos con la lampara de luz IR (850 nm)
durante 10 min y luego se cubrieron con papel de aluminio para evitar la entrada de luz.
Terminada la irradiacion, se retir6 la ldmpara y se mantuvieron las muestras en incubacién
durante 2 h méas para luego ser analizadas por espectrofotometria UV-Vis. Los ensayos se
realizaron usando los materiales en su forma particular y en suspensién de GA (Ferrofluido).

A
@ + +
o . Eeo

‘ Polvos de np's

50 pL
eritrocitos 10 mL SSF

-

Imagen 32. Esquema de la metodologia de hemdlisis con luz IR para determinar el aumento
de la citotoxicidad
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3.7 Lineas celulares

Los estudios de citotoxicidad se realizaron utilizando las lineas celulares A549 (carcinoma
epitelial de pulmon) de la American Type Culture Collection (ATCC, donada por el Laboratorio
de Inmunologia de la Universidad Auténoma de Aguascalientes) y Detroit 548 (fibroblastos de
piel) (ATCC, donada por el Laboratorio de Patologia Molecular de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes).

3.8 Pruebas de viabilidad CCK-8

Previo a realizar los andlisis, es necesario sintetizar el ferrofluido en condiciones estériles para
su aplicacion. Para ello se creé una matriz acuosa de goma arabiga (GA) al 3% de p/v y se llevo
a la autoclave para su esterilizacion, luego, se le agregé suficiente nanomaterial para obtener
una concentraciénde 10 pg/mL y se sometio a bafio ultrasénico por 5 min. Se utiliza una placa
de crecimiento celular de 96 pozos (Imagen 33), se agrega la cantidad suficiente de cultivo para
obtener una concentracion de 50,000 cel/cm?junto con 200 yL de medio DMEM SFB 1% y se
deja en incubacion por 18 h. Se prepara una serie de diluciones de las particulas en el medio
especifico de crecimiento. Se retira el medio de crecimiento y se agrega el medio con los
materiales y se deja incubar durante 12 h. Pasado el tiempo, se retiran las células de la camara
de crecimientoy, en la campana de flujo laminar, se retirala cubierta de la placa de crecimiento.
Se irradiapor 10 min a las células con luz IR (850 nm) para posteriormente llevar a incubacién
por 12 h. Pasado el tiempo de exposicion con los materiales, se retira el medio de crecimiento
anterior y se agrega medio DMEM-HAMS sinrojo fenol a una proporcion de 90 yL de medio y
10 pL del kit CCK-8 para cada pozo. Incubar por 1 h y leer la placa en espectrofotémetro UV-

Vis a 450 nm.
50,000 Cel/cmA2

L ’
+18 h Incubacién
Detroit 548 ‘

A549

DMEM SFB 1%
+
Ferrofluido .
200 1L DMEM SFB 1% g
& 4 OO0 -— i0
rOOObOC 60()@@@ 18 h Incubacion + o
: 800000000000 - t=iamn
000000000000 4=850nm
DO00000000000 —
200000000000 o, :
CCK-810 uL Q_A'#,_
DMEM-HAMS 90 yL Jrmem—

Imagen 33. Esquema de la metodologia de la prueba de viabilidad celular con CCK-8 y TFD
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3.9 Pruebas de generacion de ROS

Para probar la generacién de ROS mediante la TFD se usé la sonda fluorescente MitoSOX
Green (Thermo Fisher, USA) (MSG) que es altamente reactiva a los ROS (mas especificamente
al O;7). La sonda absorbe luz de 4=488 nm y emite su sefial a A=510 nm. La sonda esta
compuesta por una sal de hidroetidio y disefiada funcionar como colorante mitocondrial, por lo
que posee alta afinidad por estas estructuras y su principal deteccién principal sera por este
medio.

En una placa de 24 pozos (Imagen 34) se agregan suficientes células (de cadalinea celular por
separado) hasta tener una concentracion de 95,000 células/cm?. Se dejan en incubacién con
200 pL de medio de cultivo DMEM al 10% de suero fetal bovino (DMEM SFB 10%) por 24 h.
Luego seretirael medio y se hacen dos lavados con PBS para posteriormente agregar suficiente
cantidad de ferrofluido para tener la concentraciéon deseada del material (10 pg/mL) y se
completa el volumen a 200 yL. de DMEM SFB 1% para dejar en incubaciéon por 18 h. Una vez
expuestas al material, se agregaran 200 pL de una soluciéon stock de MSG 2.5 pM en
dimetilformamida y se incubaran durante 3 h. Luego de la incubacién, se retira la sonda, se
realiza un lavado con PBS y se deja con 200 pL de PBS para ser irradiada con una ldmpara de
luz IR de 850 nm por el tiempo designado (1, 5 y 10 min) para posteriormente obtener las
imagenes en campo claro y de fluorescencia.

95,000 Cel/cmA2 DMEM SFB 1%
+
isilo Ferrofluido 0.10mg/mL
@
o oot e 10% c D548 +18 h Incubacién

«—— MitoSOX Green
5uM
3 h Incubacién

‘ R

t=1,5y10 min
1=850nm

Ext 488 nm / Emisi6én 510 nm

%‘;bl .

Imagen 34. Representacion del protocolo de deteccion de ROS usando la sonda fluorescente
MitoSOX green
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3.10 Microscopia de fuerza atémica

Utilizando una caja de cultivo de 24 pocillos, se coloca un cubreobjetos redondo (d=13mm)
(previamente esterilizado con etanol 70% filtrado y luz UV por 10 min) en el fondo de cada
pocillo a utilizar (Imagen 35). Posteriormente se sembraron las células (A549 y D548) con medio
DMEM SFB 10% por 24 h hasta obtener una confluencia de 40,000 cels/cm?. Luego, se retira
el medio y se realizan 3 lavados con PBS para posteriormente agregar el ferrofluido hasta
obtener una concentracién de 10pg/mL y se completa el volumen a 200 yL. de DMEM SFB 1%
y se deja en contacto por 18 h. Terminado el tiempo de exposicion, se llevd la caja de cultivo a
la campana de flujo laminar, se retiré la tapa y se expuso por 10 min a la luz IR (850 nm) y se
llevé a incubacion por 24 h. Luego, se retir6 el medio de cultivo y se realizaron 3 lavados con
PBS para posteriormente agregar 500 pL de formalina al 10% en cada pozo durante 2 h. Una
vez fijadas las células al cubreobjetos, se retir6 la formalina y se agregaron 500 pyL de etanol a
distintas concentraciones hasta alcanzar el 100% (se inici6 con etanol al 40% y se siguié con
50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 100%) durante 10 min. Concluidos los pasos de deshidratacién, las
muestras estan listas para ser analizadas por el microscopio de fuerza atémica.

40,000 cels/cm?

= .
l +
Ferrofluido
0.10mg/mL
+
18 hde
incubacion
5 @ .
H )l\ H HiC OH /
40% --> 100% = o
2h 10 min 10 min irradiacién

Imagen 35. Representacion de la metodologia de preparacién de cultivos celulares para ser
observados por medio del microscopio de fuerza atémica

Las muestras fueron analizadas con un equipo de la marca Bruker (Alemania) modelo Dimension
Edge (Imagen 36) utilizando un cantiléver del tipo OTESPA-R3 en el modo tapping (f,: 300 kHz),
phase contrast y autoscan en atmosfera de aire para obtener las imagenes. Las muestras fueron
analizadas a una velocidad de 30um/s en escaneos de 50 y 25 ym de tamario a un total de 512
lineas por muestra

gy
z i\-_igf‘ F

Imagen 36. Imagenes del microscopio de fuerza atémica Bruker, Dimension Edge usado para
los andlisis microscopicos. Se muestran los componentes internos, platina y laser del
cantiléver
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3.11 Microscopia holotomogrdfica

Para esta técnica se utilizaron tomodishes previamente esterilizados en autoclave y con luz UV
por 10 min. Luego, se sembraron las células hasta obtener una confluencia de 20,000 cels/cm?
usando 3 mL de medio DMEM SFB 10% (Imagen 37). Terminado el tiempo de crecimiento, se
retird el medio y se realizaron 2 lavados con PBS para posteriormente agregar el ferrofluido
junto con el medio DMEM SFB 1% hasta obtener una concentracién de 10 yg/mL en un
volumen total de 3 mL y se dejo en incubacion por 18 h. Terminado el tiempo de incubacion,
se retiraron los tomodishes de la camara de incubacioén, se cubrieron con papel de aluminio y
se llevaron al microscopio holotomogréfico para su andlisis.

Ferrofluido
20,000 cels/cm*2 0.10mg/mL Tomocube HT-2H
+18h
DMEM SFB 10% incubacién

a\ N iy
\ C %ﬁ, 2

e

Imagen 37. Representacion de la metodologia de preparacién de muestras en fomodishes para
el microscopio holotomografico

Para obtener las imagenes se utilizé un equipo de la marca Tomocube modelo HT-2H (Imagen
38) acoplado a un laser rojo (850 nm). Las células fueron irradiadas por 5 min con el laser y las
imagenes holotomograficas fueron reconstruidas con el software del fabricante. Para la
interpretacion de las imagenes, tomogramas 3D y componentes celulares se utilizé el indice de
refraccion.

Imagen 38. Imagenes de la instrumentacién para microscopia holotomografica. A)
Microscopio holotomografico Tomocube HT-2H B) Tomodishes usados para la preparacién y
observacioén de las muestras

3.12 Pardmetros estadisticos

Para todos los experimentos se realizaron (por lo menos) ensayos por triplicado con tres
réplicas por independiente (N = 9) y se realizé el anélisis de varianza (ANOVA) para demostrar
la inflluencia de los tratamientos fotodindmicos en los anadlisis de viabilidad y hemolisis. Para
las comparativas de las desviaciones estandar se determinan los promedios y se compara la
media aritmética como punto de referencia para demostrar la reproducibilidad de los ensayos.
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Capitulo 4. Resultados y discusiones

4.1 Sintesis de materiales

El uso de equiposy técnicas avanzados ha permitido la fabricacién de nanomateriales con alta
precision y reproducibilidad. La aplicacién de una ruta solvotérmica implica la solvatacion de
precursores metalicos (u organometdlicos) al elevar la temperatura por encima del punto de
ebullicion a altas presiones, lo que permite una total disolucién de los precursores y una mayor
homogeneidad de los productos sintetizados. Como complemento a lo anterior, la asistencia
por microondas genera un aumento significativo de los productos sintetizados ya que este
equipo permite aumentar la temperatura y presién de una manera muy homogénea en todo el
reactor de reaccién a grandes potencias, lo que disminuye considerablemente los tiempos de
sintesis, evitando la produccién de productos secundarios no deseados!?’. Como resultado de
nuestra sintesis, se obtuvo un nanomaterial particulado fino y homogéneo con caracteristicas
superparamagnéticas (Imagen 39).

CoFe,0n |

Imagen 39. CoFe,0, sintetizado por la ruta solvotérmica activada por microondas

Gracias al proceso de sintesis, se obtuvieron altos rendimientos de produccién (85 £ 6 %). De
acuerdo con Bilecka et al. (2008)!°! la implementacién de dos etapas en el proceso de sintesis
permite una correctanucleacién y crecimiento de las nanoparticulas. La primera etapa ocurre
a 60 °C con una potencia relativamente baja en un tiempo corto (2 min). Esto permite que los
precursores se solvaten en su totalidad en la matriz liquida y, con esto, se genera la etapa inicial
de nucleacién de las nanoparticulas. La segunda etapa se genera a 200 °C y a mayor potencia,
ademas de tiempos mas largos (5 min) y es aqui cuando inician los mecanismos de formacion
de las nanoparticulas. Al aumentar la temperatura, las partes organicas de los precursores (acac
Co y acac Fe) se descomponen hasta llegar al grado de formar CO; y iones metélicos en
solucion (Fe*? y Co*3)100, Posteriormente, los iones metalicos reaccionaran con el O del medio
y comenzaran la formacién inicial de la espinela. En este punto, el tiempo de reaccion, la
cantidad de precursores y el solvente seran los factores que regularan el tamafio y forma de
nanoparticula!00-103,

Entonces, al generarse las nanoparticulas, se vuelven insolubles en el medio y empiezan a
separarse de este, pero se mantienen en suspension, lo que permite su simple separacion y
purificaciéon mediante lavados con solventes y posteriormente un secado a bajas temperaturas
(60 °C) para eliminar rastros de solventes orgénicos. Por lo tanto, resulta una técnica adecuada
para generar el material de interés con altos rendimientos y reproducibilidad.
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Partiendo de los protocolos realizados en el grupo de investigacion?4 se modificé la superficie
de los nanomateriales mediante el proceso de funcionalizacién utilizando dos moléculas
distintas (Citrato y Glicina). Con esto, se modificara la carga superficial del material y se
aumentara la estabilidad coloidal de las nanoparticulas, lo que les permitird mantenerlas mas
tiempo en suspension y separadas, lo que, a su vez, optimizara la absorcién de energia para los
tratamientos deseados. Con base en los resultados de las caracterizaciones, se confirmé la
adicién de las moléculas organicas en la superficie de los nanomateriales, por lo que podemos
asegurar que la metodologia resulta adecuada y no altera las caracteristicas fisicas y quimicas
del material (Imagen 40).

o 2t
4

o4 <Gl CoFe0,-CH

Imagen 40. CoFe,;0, funcionalizado con las moléculas orgénicas

La ruta de sintesis usada se basa en los protocolos de Min H. et al. (2018), con algunas
modificaciones, con la finalidad de sintetizar nanoparticulas de Au con morfologias esféricas
conramificaciones. Esta caracteristica es deseada para que el nanomaterial pueda interaccionar
con ondas electromagnéticas en el rango de la primera ventana biolégica (700-1000nm)'%4, lo
que le permitira crear su PRS de manera eficiente y asi la luz no tendra interaccién con los
componentes celulares y el agua, evitando la disminucién de la energia disponible.

La sintesis de las AuNP se realiza en dos etapas principales. De acuerdo con las propiedades
de los precursores usados, el H,0, actuard como el agente reductor y el citrato fungird como
estabilizante en la reaccion. Durante el primer paso de la reaccidn, se agrega el precursor de
Au directamente a la matriz acuosa, lo que genera una ligera coloracién amarilla y al adicionar
el H,0,, desaparece. Lo anterior sucede por la reaccion (3) de reduccion del H,O, en el Au*?
hacia Au® formando los nucleos de las AuNP. En el caso del citrato, a causa de su polaridad y
su bajo potencial reductor, este tiene una alta afinidad por los &tomos de Au, por lo que
empezara a unirse por puentes de H en la superficie.

En estaetapa (Imagen 41a) se empiezan a formar las ramificaciones delas AuNP debido a zonas
no cubiertas de citrato, permitiendo asi el crecimiento de las extensiones en zonas aleatorias
de los nucleos. Este fenomeno estd en total dependencia de la cantidad de Cit usada en la
reaccion. De acuerdo con los resultados de los andlisis espectrofotométricos, cuando la
concentracién de Cit excede el 0.1% los nucleos se cubren casi en su totalidad de Cit eliminando
las zonas desnudas causando la aglomeracion de los &tomos de Au y con esto generando
morfologias esféricas en lugar de las ramificaciones deseadas?®195.106 (Imagen 41b).
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Autt + H,0, > Au+2H* 4+ 0, (3)
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Imagen 41. A) Sintesis de las AuNP ramificadas usando Cit 0.1%, se representa el proceso de
nucleacién y crecimiento de los materiales plasmoénicos B) Sintesis de AuNP esféricas usando
Cit>0.1%, debido a esta concentracion los nucleos crecen de manera radial aumentando del
didmetro final de las AuNP

Sin embargo, la morfologia multiramificada resulta ser inestable por la alta entropia de sus
atomos, por lo que después de sintetizarse comienza a agregarse, aumentando su tamarfio y
cambiando a formas esféricas y en algunos casos, pierden la capacidad de manifestar el
segundo PRS'%7, Por lo tanto, la sintesis de NCM se realiz6 de forma in situ. Una vez sintetizado
el coloide de las AuNP, se tomaba cantidad suficiente para realizar el procedimiento, evitando
asi la agregacién y los cambios en las propiedades de interés. Esto result6 adecuado para el
NCM, ya que, como se mostrard en las caracterizaciones y evaluaciones bioldgicas, ambos NCM
conservan tanto sus propiedades magnéticas como plasmonicas.
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4.2 Caracterizacion de los materiales

4.2.1 Microscopia de transmision de alta resolucién (MTAR) /Espectroscopia de difraccion de

electrones (EDE)/ Espectroscopia de difraccion de electrones por rayos X (EDX)

En la imagen 42A se muestran nanoparticulas de CoFe,;0O, con un tamafio promedio de 7.13 *
1.42 nm y una distanciainterplanar (Imagen 42B) de 0.265 nm (plano 311) de acuerdo con las
mediciones realizadas. Debido al tipo de sintesis utilizada, es posible obtener nanoparticulas
con alta cristalinidad y una distribucién de tamafio homogénea (Imagen 43). Con base en lo
anterior, es posible asegurar la obtencién de nanomateriales con las mismas caracteristicas
debido a la alta reproducibilidad de la ruta de sintesis utilizada.

Asimismo, mediante el andlisis de EDX se corroboré la identidad quimica del material,
caracterizando principalmente los elementos Fe y Co (Imagen 44) en una proporcién atdbmica
2:1 del Fe respecto al Co (66.3% Fey 33.7% Co), lo que corresponde a la identidad quimica del
material.

A) : . e B) :
Imagen 42. Micrografias obtenidas por MTAR en campo claro de la CoFe,0O4 A)
Nanoparticulas distribuidas, se observa la distribucién de tamafios B) Distancia interplanar del
plano identificado como (311)

CoFe,0,

T = T T
1 8 9 10 1A 12 13
Tamaiio de particula (nm)

Imagen 43. Histograma de distribucién de tamafio de particula de la CoFe,0,
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Imagen 44. Espectro EDX obtenido de la CoFe,0O.. Se identifica principalmente a los
elementos Fe y Co, asi como los porcentajes atémicos respectivos.

A partir de la ruta de sintesis disefiada, se puede observar que en NCMCit existe una
distribucién muy heterogénea en cuanto a los tamafios y morfologias observables de las AuNP
(Imagen 45 A-D). Estas demuestran formas esféricas con un didmetro promedio de 59.61 *
35.84 nm (Imagen 46), lo que representa una distribuciéon muy amplia en los tamafios de cada
nanoparticula; ademas, se observan estructuras con ramificaciones heterogéneas. Debido a la
diferencia de los nucleos atomicos de cada elemento del NCMCit, se observan zonas de alto
contraste, las cuales representan al Au. Sin embargo, junto con los analisis EDX (Imagenes 47
y 48) se puede determinar que el Au esta presente de forma general en el NCM, pero con zonas
de mayor acumulacién.
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Imagen 45. Micrografias obtenidas por MTAR en campo claro de NCMCit
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Imagen 46. Histograma de distribucion del tamafio de particula de las AuNP de la imagen
45A
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Imagen 48. Analisis EDX de la zona referida en la imagen 45 como “eds 2”

A diferencia de NCMCit, en el caso de NCMGly no fue posible encontrar estructuras
multiramificadas de Au. Pero, como se muestra en las imégenes 49 A-B, existen zonas de alto
contraste oscuro, lo que pareciera ser concentraciones mayores de Au. En los andlisis de EDX
(Imagen 50) se confirma la presencia de Au en el NCM; sin embargo, demuestra una

concentracion considerablemente baja en el material.
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Imagen 50. Andlisis EDX del material nanoestructurado CoFe,04-Gly-Au
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Enlaimagen 51a se muestra el patrén de anillos obtenidos por medio de la técnica de difraccion
de electrones el cual corresponde a la identidad cristalina de la CoFe,0,!%, A partir de este
andlisis, es posible determinar la distancia interplanar de cada plano revelado usando el
reciproco de la distancia del centro hacia el anillo correspondiente al plano (Usando la carta
JCPDS No. 20-1086). Los resultados se muestran en la tabla 4, en la cual a partir de la
determinacioén de la distancia interplanar se puede deducir que el plano mostrado en la imagen
51, corresponde a la familia de planos (311)1%. Posteriormente se realizo el mismo andlisis en
CoFe;0,-Cit-Au y CoFe;0,-Gly-Au para determinar si surgieron cambios en la CoFe,0,, asi
como determinar la presencia de la fase cristalina de las AuNP. Sin embargo, en ninguno de los
analisis EDE (Imégenes 51b y 51c) fue posible determinar la presencia de alguna fase cristalina
de Au.

c
Imagen 51. Espectro de anillos obtenido por la técnica de difraccion de electrones de: a)
CoFe;04 b) CoFe;0,-Cit-Au c¢) CoFe;04-Gly-Au

Tabla 4. Distancias interplanares calculadas de la CoFe,0, a partir del andlisis SAED de la

Imagen 50
_ Plano [ d(1/nm) [ 1/d (am) | 1/d () |
220 3 0.333 3.33
311 3.619 0.276 2.76
400 4.333 0.231 2.31
422 5.32 0.188 1.88
511 5.657 0.177 1.77
440 6 0.167 1.67
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Tabla 5. Distancias interplanares calculadas de la CoFe,0,-Cit-Au a partir del andlisis SAED

de la Imagen 51

220 3.316 0.302 3.02
311 3.868 0.259 2.59
400 4.605 0.217 2.17
422 5.974 0.167 1.67
440 6.579 0.152 1.52

Tabla 6. Distancias interplanares calculadas de la CoFe,04-Gly-Au a partir del anélisis SAED

de la Imagen 52

220 3.087 0.324 3.24
311 3.562 0.281 2.81
222 4.327 0.231 2.31
422 5.594 0.179 1.79
511 6.095 0.164 1.64
440 7.124 0.140 1.40
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4.2.2 Difraccion de rayos X (DRX)

En la imagen 52A se muestra el espectro de difraccién de rayos X de la CoFe,O, pristina, asi
como la carta cristalografica correspondiente. Como se muestra en la tabla 7, las reflexiones de
cada plano identificado coinciden con la carta cristalografica JCPDS No. 22-1086
correspondiente a CoFe,0y, por lo que se confirma la identidad cristalografica de espinela del
material sintetizado. Luego, aplicando la ecuacién de Scherrer (4) y la reflexién del plano (311)
se determinoé el tamafio de cristal promedio

K2
B B cos6

(4)

Donde K es el factor de forma, 4 es la longitud de onda de la radiacion en nanémetros, f§ es la
anchura media de la banda de mayor intensidad y 8 es el dngulo de la mayor reflexion
presentada (plano 311). Similar a los reportado por la técnica de TEM, el resultado arroja un
tamafio promedio de cristal de 6.3 nm. Luego, al sintetizar los NCM (CoFe,0,-Cit-Au y
CoFe;04-Gly-Au) se buscé la fase cristalina del Au. Sin embargo, no fue posible detectarlo por
esta técnica, ya que no se presentd ninguna de las reflexiones caracteristicas del material
(Imagen 52B) probablemente por la baja concentracién de Au en la muestra.
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Imagen 52. Espectro de difraccion de rayos X de A) CoFe,0, B) NCMCit y NCMGly

0+ T
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Tabla 7. Posicion de las reflexiones obtenidas por DRX para la CoFe,O, y de la carta
cristalografica JCPDS No. 20-1086

220 30 30
311 35.5 35.5
400 43 43
422 52 53
511 57 57
440 62 62
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4.2.3 Espectrofotometria UV-Vis

Una vez sintetizadaslas AuNP, se caracterizaron por la técnica espectrofotométrica de UV-Vis
para registrar en qué region del espectro electromagnético manifestarian el PRS. Como se
observa en la imagen 53A, las AulNP sintetizadas muestran dos maximos de absorbancia
aproximadamente en los 530 nm y 705 nm, lo que corresponde a la porcién del espectro visible
e infrarrojo de la luz respectivamente. Esto concuerda con los resultados obtenidos por Min H.
et al. (2018)°® donde describen como las nanoparticulas sintetizadas por esta ruta tendran
absorbancia, aproximadamente, entre la regién de los 600 a 1000 nm en funcién de su tamafio
y morfologia®6-1%%. La apariciéon de un segundo plasmén superficial se debe a la formacion de las
ramificaciones a partir de los nucleos creados en la primera fase de la sintesis!'°(Imagen 41).
Conforme el crecimiento longitudinal de estas estructuras aumenta, la segunda banda de
absorcién empieza a ensancharse, permitiendo que la respuesta plasmonica del material se
extienda a un rango mucho mayor. La formacion de estas estructuras secundarias depende de
la cantidad de citrato utilizado en la sintesis de las AuNP. Como se muestra en la imagen 53A,
cuando la concentracién de citrato excede el 0.1% el segundo PRS desaparece y en su lugar el
primer PRS aumenta su rango de respuesta 6ptima (de un rango de 100 nm a 200 nm
aproximadamente) sin llegar hasta la zona de IR. Por lo tanto, el protocolo propuesto para la
sintesis permite el disefio de diferentes morfologias en funcién de dos parametros (Véase anexo,
6.1 andlisis de respuesta de superficie), la cantidad (y potencial) del agente reductor usado y el
agente estabilizante empleado (asi como su concentracion).

En comparacion con otras metodologias esta sintesis resulta ser més eficiente para aplicaciones
biomédicas!!!-!4 Existen rutas en donde se utilizan agentes surfactantes (comunmente, el
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)) que logran generar morfologias de nanobarras con alta
respuesta en el espectro IR (Véase anexo, Sintesis de nanobarras de Au). Sin embargo, a pesar
de la alta estabilidad que otorga el CTAB a las nanobarras, conlleva un alto costo citotoxico.
Por su composicion, el CTAB actua fuertemente como surfactante catiénico,lo que genera una
lisis exacerbada de las células que entran en contacto con este (Imagen A13). Asimismo, resulta
complicado remover el CTAB de la superficie de las nanobarras sin que estas cambien su
morfologia y, en consecuencia, se modifique su PRS. Por lo tanto, es necesario el empleo de
este tipo de sintesis para generar estructuras plasmonicas reactivas en el rango IR y a la par,
sean altamente biocompatibles.

En el casode los NCM (imagen 53B), generan una respuesta en el intervalo del espectro visible
e infrarrojo (de 500 nm hasta 800 nm), en contraste conla CoFe,;04, que no muestra un aumento
en su absorbancia, lo cual es indicativo de que las AuNP mantienen su actividad plasmonica
aun cuando han sido depositadas en la superficie de la CoFe;O,. En comparaciéon con los
resultados de Alves T. et al. (2022)!'> en este proyecto se ha logrado generar una respuesta
plasménica en el rango IR, usando una morfologia distinta del material. En comparacion, el
NCM sintetizado posee una estructura de material nanoestructurado a diferencia del disefio de
nucleo-coraza. Con base en lo anterior, podemos concluir que el disefio y la ruta usados en este
proyecto resultan mas eficientes para crear estructuras plasmonicas con respuesta mas alla del
espectro visible. Esta caracteristica es muy relevante en los NCM, ya que demuestran ser
activos en la ler ventana biologica (700-1000 nm), pardmetro fundamental para materiales que
requerian ser activados por luz en tejidos bioldgicos, ya que en este rango no existird interaccion
entre la energia electromagnética y el agua y los componentes bioquimicos de los tejidos
evitando pérdidas energéticas y asegurando la generacion de los plasmones superficiales
dentro de las celulas!®4.
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Imagen 53. Espectros

obtenidos por la técnica de UV-Vis a) PRS de los coloides de AuNP

sintetizados a diferentes concentraciones de citrato (Se agregan las imagenes de los coloides
sintetizados) b) Espectro de CoFe;0, y ambos NCM
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4.2.4 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (EITF)

Para el anélisis del CoFe,0, se identificaron las vibraciones méas caracteristicas del material. En
la region de 500 a 2000 cm-!se ubican las vibraciones de los materiales metélicos, por la rigidez
de estos enlaces es necesario usar energias mas elevadas para su excitaciéon. En la imagen 54,
en los 526 cm'! se registra la vibracion correspondiente de estiramiento en Fe(III)-O¢2), en 694
cm! corresponde a la vibracion de estiramiento de Co(II)-O¢2), en los 909 cm'! se registra la
vibracion de estiramiento de Fe-Co, en 1019 cm-!, en 1196 y 1081 cm™ se ubica vibraciones
caracteristicas de las ferritas por el enlace Fe-O, en el caso de las vibraciones en las bandas
ubicadas en 2911 y 3314 cm-! se registran vibraciones de los enlaces O-H de moléculas de agua
remanentes en el material asi como vibraciones originadas por los grupos Fe-OH1!16-118,
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Imagen 54. Espectro EITF de CoFe;0,

Una vez funcionalizadas las NP de CoFe;O,4se buscé identificar las bandas caracteristicas de
ambos materiales precursoresy con ello, corroborar la presencia de ambos (Gly y Cit) una vez
sometidos a la reaccién. Como se muestra en la imagen 55, en la regién de 3500 a 300 cm! se
registrauna banda amplia con un maximo aproximadamente en los 3304 cm-! originado por las
vibraciones de estiramiento en los enlaces de los grupos -OH provenientes de H,0, -COOH y
que estan siendo deformadas por interacciones del tipo puente de hidrogeno!'. En los 1556
cm'! se encuentrala banda correspondiente a la vibracién de estiramiento asimétrico del grupo
CO;, perteneciente a la sal de citrato. En los 2360 cmse ubica la banda correspondiente a la
vibracion del grupo CO; (ya sea atmosférico o del material), en 1213 cm™, 1039 cm'?, 917 cm!
y 549 cm! se encuentra las bandas principales de las vibraciones de los enlaces de los metales
con el oxigeno (Fe-O y Co-0O) correspondientes a la CoFe;0,116-118,
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Imagen 55. Espectro EITF de las NP de CoFe,0,-Cit

Enla imagen 56, en la regién de 3500 a 3000 cm! se registra una banda amplia con un maximo
aproximadamente en los 3120 cm! originado por interacciones del tipo puente de H, causando
que las vibraciones en los enlaces de los grupos -OH (provenientes de H,O y -COOH) y NH,
estén siendo deformadas'!®. Lo anterior demuestra la presencia de la Gly interaccionando con
la superficie de la CoFe;04y su depésito en éstal'®. Enlos 1573 cm-!se registrala vibracion de
deformacién de los enlaces en el grupo -NH;, en 1213 cm?, 1039 cm, 917 cm'y 549 cm'! se
encuentralas bandas principales de las vibraciones de Fe-Co, los sitios octaedrales (Fe-O) y los
tetraedrales (Co-O) correspondientes a la CoFe;04!16-118; en 772 cm se ubica la vibracién de
aleteo de los enlaces en el grupo -NH,!!8,

100 —\_.._,—Wﬁ\\
90
4
80 -NH, 1573 cm’’ €
§ =
2
5| 85
70 g 8 ¢
" 5| 3¢
*
60 3
5
3120cm’ o~
o0 -OH + NH, N
Fe-O (espinela) 1213 cm’' %
40 +
549 cm™ Fe'"-0"
COFezofGIy (sitio octaedral)
30 T T

v T v T v T v T v T T v Y T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
No. de onda (cm’)

Imagen 56. Espectro EITF de las NP de CoFe,04-Gly
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4.2.5 Andlisis termogravimétrico (ATG)
Una vez corroborada la presencia de las moléculas organicas en la superficie de los NCM, se
realizé el analisis ATG para determinar de manera cuantitativala cantidad de éstas en cada
material. Para dicho andlisis se utilizaron 10 mg de muestra y se realizé en atmosfera de N,.
Con esto, se logré obtener los termogramas correspondientes y se realizo la primera derivada
(DATG) de cada uno para obtener el grafico correspondiente y con ello visualizar de manera
mas precisalas zonas donde las cinéticas reflejan mayor pérdida de masa'?°. En todos los casos
para este analisis, es posible atribuir la primera pérdida (hasta los 100 °C) a la desorcion y
evaporacion del agua presente en cada una de las muestras. Para el caso de los NCM
funcionalizados con citrato (Imagenes 57 A-B), la mayor pérdida de masa inicia a partir de los
300 °C, lo cual coincide con el punto de fusién reportado para esta molécula. A partir de esta
temperatura es notoria la descomposicion de los componentes orgédnicos hasta el punto de
oxidarlos a su grado maximo (CO,) y posteriormente (< 600 °C) se denotan dos pérdidas
posteriores de masa las cuales corresponden al punto de autoignicién de los restos de materia
organica!?!. En el caso de los NCM funcionalizados con Gly (Iméagenes 57 C-D), se pueden
observar fenémenos similares a los mostrados en los materiales con citrato. Los puntos donde
se muestra mayor pérdida de masa comienzan a partir de la temperatura correspondiente a la
temperatura de fusién de la glicina (250 °C) y terminan de igual manera a partir de los 600 °C
con la autoignicién de la materia organica remanente. Finalizado el andlisis, se determiné la
cantidad de masa organica en cada muestra (Tabla 8). Por lo tanto, se establece que las
metodologias de funcionalizacion y sintesis de los NCM resultan eficientes para la creacion de
estos, sin efectuar pérdidas considerables de las moléculas orgénicas y, con ello, preservar las
cualidades de biocompatibilidad y estabilidad coloidal de los NCM.
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Imagen 57. Curva termogravimétrica (ATG) y la respectiva derivada (DATG) de los
materiales sintetizados. A) CoFe,0,-Cit B) CoFe,;04-Cit-Au C) CoFe,04-Gly D) CoFe,0,-Cit-
Au
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Tabla 8. Resultados de la prueba TGA para cada nanomaterial sintetizado

CoFe;0,-Cit 1.8
CoFe;0,-Cit-Au 1.7
CoFe,0,-Gly 1.6
CoFe,0,-Gly-Au 1.5

De acuerdo con las investigaciones de Cholico F. et al. (2022)!?2, usando los resultados
obtenidos en el anélisis TGA es posible determinar el grosor de la capa orgénica (A) que recubre
a las nanoparticulas a partir de la fraccién maésica del nucleo (n¢) y la fracciéon masica del
recubrimiento (1;) aplicada en (5)

o [ NcPs
2 \Incps +n5p,

Donde ps y p. son la densidad del material organico y la densidad del ntcleo metalico
respectivamente (ps.ci=0.6g/cm?, ps.cy=1.161g/cm? y p.=5.29g/cm?). Sustituyendo los valores
obtenidos en (6) obtenemos que los valores de A calculados fueron 0.20 nm, 0.23 nm, 0.82 nm
y 0.77 nm para CoFe,04-Cit, CoFe,0,4-Cit-Au, CoFe,0,-Gly, CoFe;04-Gly-Au respectivamente.
Luego, con estos resultados aplicados en (6), junto con el diametro promedio de CoFe;04 (o),
es posible determinar el didmetro promedio de una nanoparticula junto con el recubrimiento
organico (ocs).

-1

e |*-1)

0., =0, +2A (6)

Como resultado, se obtiene que el o, es CoFe;04-Gly=8.74 nm, CoFe;0,-Gly-Au=8.64 nm,
CoFe;0,4-Cit=7.49 nm y CoFe,0,4-Cit-Au=7.55 nm. Los resultados demuestran correlacién con
lo observado en los analisis VSM, donde la Ms de CoFe,0,-Gly-Au desciende de 60 emu/g a
55 emu/g en comparacion con CoFe,0,-Cit-Au donde no hay disminucion. Por lo tanto, el
grosor de la capa orgénica al realizar la funcionalizacion no genera interferencia de manera no
significativa para el caso de CoFe,0,-Cit mientras que en los casos de Gly parece tener una
ligera influencia.
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4.2.6 Magnetometria vibracional de la muestra VSM

En la imagen 58A se muestra la curva de histéresis de la CoFe,O,pristina. Por la forma, la
ausencia de remanencia y coercitividad magnética (Imagen 58B) indica la presencia de un
material superparamagnético®4123, con una magnetizacion de saturaciéon (M;) de 59 emu/g lo
que es mayor que en materiales similares reportados34. Asimismo, es notorio cémo el caracter
superparamagnético de la CoFe,0, se mantiene aun después de la sintesis de los NCM. Como
se muestra en la imagen 60, la curva de magnetizacion se conserva sin aumento de histéresisy
los valores de Ms son 55 emu/g para CoFe,;04-Gly-Au y 60 emu/g para CoFe,0,-Cit-Au. Por lo
tanto, la ruta de sintesis propuesta no muestra modificaciones en las caracteristicas fisicas de
los nanomateriales componentes del NCM. Sin embargo, la temperatura de bloqueo (Ty)
(Imagen 59) muestra un aumento significativo en los valores registrados. Los resultados fueron
297 K, 322 Ky 311 K para CoFe;04, CoFe;04-Gly-Au y CoFe,0,-Cit-Aurespectivamente. Esto
determina que una vez formado el NCM la respuesta magnética de los materiales seguira
presente en temperaturas mayores a 37 °C, lo cual determina que los materiales son indicados
para ejercer la THM?°.
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Imagen 59. Curva de magnetizacién en funcién de la temperatura con enfriamiento a campo
cero y enfriamiento con campo aplicado (100 Oe)

A partir del analisis VSM es posible determinar si el comportamiento del material es del tipo
paramagnético o superparamagnético observando la forma de la curva de histéresis M/H. Sin
embargo, es necesario analizar los datos de manera precisa para cuantificar cobmo es que el
comportamiento del material se ajusta a un comportamiento paramagnético o
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superparamagnético con referencia a un modelo tedrico calculado. Con base en las
caracteristicas nanométricas del material, se puede asumir que cada una de las nanoparticulas
actiia como un monodominio y, por lo tanto, posee un solo momento magnético por particula!®,
Asimismo, con base en las curvas de histéresis es posible despreciar la influencia de la
anisotropia de las nanoparticulas por la susceptibilidad que muestran ante los campos
magnéticos aplicados. Con lo anterior como base del anélisis, es posible aplicar el modelo
Langevin (7) para analizar el ajuste del material al comportamiento superparamagnético; donde
kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura a la cual se realizo el analisis VSM, H es
el campo magnético aplicado y p es el momento magnético promedio por particula medido en
magnetones de Bohr!25,

uH kgT
L(u,H) = Ms x [cot h(kTT) = (,U—H)] (7)

Usando el software Originlab y los datos de las curvas M/H, se aplico el ajuste, obteniendo
resultados aceptables (imagenes 60-62) basados en la correlacién del valor de R? mostrado en
los respectivos graficos. En todos los casos, la discrepancia entre el ajuste de Langevin y los
datos experimentales puede ser atribuida a la distribucion de tamafio de los NCM!?%. Una de las
bases del modelo de Langevin, es que se asume que los tamarios de nanoparticula siguen una
distribuciéon logaritmica y, a partir de esto, se realiza la distribuciéon de los momentos
magnéticos. Sin embargo, la CoFe,O, pristina sigue una distribucién normal en la dispersion de
los tamafios de particula, por lo que la discrepancia entre el ajuste de Langevin y los datos
experimentales puede ser atribuida a este factor!?6, Usando el ajuste de Langevin y los datos
de cada muestra, se calcul6 el valor promedio de magnetizacion por particula <u> utilizando el
valor PI indicado en las curvas de magnetizacién calculadas. Los resultados obtenidos son de
5001 uB, 4510 uBy 3617 uB para CoFe,O, pristina, NCMCit y NCMGly respectivamente, lo cual
es consistente con los resultados obtenidos por VSM, ya que estos describen una elevada
susceptibilidad magnética de cada NCM respecto al campo magnético aplicado.

Data: MvsH_D 80
Model: Langev

chir2 = 8.02618 W0
R'2 = 0.99268

P1 0.00112£0.00002 20

v T T T T T T T T T T T T 1
-30000 -20000 -10000 10000 20000 30000

Magnetizacién {(emu/g)

Ajuste Langevin

Campo magnético aplicado (Oe)

Imagen 60. Curva MvH junto con el ajuste de Langevin calculado de la CoFe;O4 pristina

58




Data: MvsH_D

Model Langev 60

chiv2 = 81608

RY2 = 0994

40

Pl 000101 +6.92005-6
=
2 20
A
c
9
& T T T © T T T
N -30000 -20000 -10000 10000 20000 30000
2
=)
@
=

CoFe,0,-Cit-Au
Ajuste de Langevin

Campo magnético aplicado (Oe)

Imagen 61. Curva MvH junto con el ajuste de Langevin calculado de NCMCit
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Imagen 62. Curva MvH junto con el ajuste de Langevin calculado de NCMGly
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4.2.7 Pruebas de calorimetria magnética

Se realizaron pruebas de calorimetria magnética para determinar la capacidad de los materiales
de convertir los campos magnéticos en energia térmica mediante la Tasa de Absorcién
Especifica (TAE). En la tabla 9 se muestran los resultados de la prueba junto con la desviacién
estandar (o) asociada a ellos. Estos ensayos se realizaron por triplicado, a una frecuencia de
530 kHz durante 5 min. En la imagen 63 se muestran graficamente los resultados en términos
de la TAE, en estos se puede apreciar mayor eficiencia de la CoFe,O, pristina en comparacién
con los nanomateriales modificados, lo que quiere decir que la adicién de moléculas organicas
en la superficie de las nanoparticulas crea una capa intermedia (Véase el anéalisis TGA) que
disminuye la interacciéon con los campos magnéticos reduciendo la conversién energética. Sin
embargo, cuando los materiales han sido funcionalizados, las barras de error en los resultados
disminuyen considerablemente, lo que demuestra un comportamiento mas estable a lo largo
del tiempo a causa de una menor agregacion de los coloides sintetizados.

Lo anterior se refleja en la o promedio de cada nanomaterial (Tabla 9), por lo que se determina
que los efectos de la Gly difieren de los del Cit debido a sus propiedades quimicas distintas. A
diferencia de la Gly, aminodacido simple de un solo 4cido carboxilico, el Cit genera mayor carga
electrostatica superficial en el material debido a su caracteristica de poseer tres grupos
carboxilicos. Por lo tanto, se genera mayor repulsién electroestatica entre las particulas con Cit,
lo que aumenta su estabilidad coloidal y evita fendmenos de agregaciéon con el paso del
tiempo34127.128 Este fendmeno se observa claramente en los resultados obtenidos por la técnica
de DLS, donde los materiales funcionalizados con Cit demuestran tener un menor indice de
agregacion y por consecuencia, mejor estabilidad coloidal (Tabla 10). En estos, también se
describe una mejor dindmica coloidal a comparacion de los materiales con Gly, lo cual se
observa consistentemente en distintas caracterizaciones.

En comparacion con los resultados de Sabale S. et al. (2019)!2° nuestros materiales resultan mas
eficientes para absorber la energia de los campos magnéticos; en sus resultados se demuestra
cémo, usando concentraciones 5 veces mayores a las aplicadas en nuestra investigaciéon y
campos magnéticos 10 veces mayores a los de este analisis, se genera una TAE similar o menor
en comparacion con los resultados obtenidos. Por lo tanto, es posible demostrar la eficiencia
de nuestros materiales con base en lo reportado en investigaciones similares.

Tabla 9. Resultados de la prueba de calorimetria a campo magnético variable. Se presenta el
resultado de cada material junto con el error estdndar asociado a estos

Campo
magnético CoFe 04 CoFe;04 CoFe;0s-
GlyAu o Cit o) CitAu o)

15 16.0742 5.1648 10.5512 3.5735 79115 2.8756 6.8339 1.9330 9.6278 1.5907
20 22.1719 5.0851 12.5052 3.4273 12.9208 4.3293 12.0360 1.5986 9.7813 1.3631
25 32.2741 12.1185 12.4633 4.8779 16.0882 6.6129 18.4375 1.0926 14.6929 2.3742
30 33.3206 1.6169 14.8220 4.5175 22.1021 4.8101 18.4514 0.5191 19.6463 1.6354

Promedio N/A 5.9963 N/A 4.0990 N/A 4.6570 N/A 1.2858 N/A 1.7409
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Imagen 63. Imagen de los resultados de la prueba de calorimetria magnética.
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4.2.8 Andlisis de dispersion dindmica de la luz (DLS)

Una vez determinado el tamafio promedio de particula, se procedié6 a analizar el
comportamiento de los materiales cuando se encuentran suspendidos en la GA al formar el
ferrofluido. Mediante la técnica de DLS fue posible determinar la dindmica de los materiales y
coémo estos podrian agregarse durante el tiempo. En las imagenes 64, 65 y 66 se muestran los
resultados obtenidos mediante esta técnica de cada uno de la CoFe;0,y de los NCM, para cada
analisis se tomaron tres lecturas que establecen distintos tamafios registrados durante el analisis
y el promedio establecido por el equipo como valor Promedio Z (PZ) y el indice de polidispersion
que describe el grado de agregacion de los materiales analizados (Cuanto més se acerque al
valor de 1, mayor es la tendencia a la agregacién).

Como se puede apreciar en todos los casos (Tabla 10) los materiales presentan un amplio rango
de dispersion en los datos, ademds los datos corresponden a materiales que forman
microagregados (Lecturas >> 100 nm) y en otros casos como nanoagregados (Lectura < 100
nm). Este efecto ha sido descrito previamente para esta clase de materiales, debido a su caracter
magnético y por sus cargas superficiales tienden a formar grandes agregados en
suspensiones!3®, Sin embargo, cada molécula orgénica usada para funcionalizar a la CoFe;0,
agrega un caracter distinto al NCM, siendo el Cit quien demuestra mejores caracteristicas para
efectos de dispersién ya que su valor PZ se encuentra dentro del rango nanométrico (PZ < 100
nm) lo que quiere decir que la dispersién coloidal es adecuada en este caso. Estos mismos
resultados son concordantes con lo observado en los andlisis de estabilidad coloidal (Véase
anexo 6.4 Pruebas de estabilidad coloidal) donde los materiales funcionalizados con Cit
demuestran mayor tiempo en suspension en comparaciéon con los demés materiales. Este
mismo efecto parece tener influencia en los resultados obtenidos en las caracterizaciones
biologicas (Pruebas de hemolisis, CCK-8 y produccién de ROS)31,

Tabla 10. Resultados del andlisis DLS para la CoFe,0, en ferrofluido de GA 3%

62




Volume (Percent)

Size Distribution by Volume

S

100 10000

Size (d.nm)

1000

Record 1: CoFeO-Dilucion 1
Record 3: CoFeQ-Dilucion 3

Record 2: CoFeQ-Dilucion 2

Imagen 64. Grafico de los resultados registrados en la prueba de DLS para CoFe,0,

Volume (Percent)

Size Distribution by Volume

100 1000 10000

Size (d.nm)

|

Record 1: CoFeO-glicina-Dilucion 1

Record 2: CoFeO-glicina-Dilucion 2
Record 3: CoFeO-glicina-Dilucion 3

Imagen 65. Grafico de los resultados registrados en la prueba de DLS para CoFe;04-Gly-Au
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Imagen 66. Grafico de los resultados registrados en la prueba de DLS para CoFe,0,-Cit-Au
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4.3 Pruebas biologicas

4.3.1 Prueba de hemdlisis

Es importante conocer las propiedades de biocompatibilidad de cualquier material que planea
ser aplicado en el area biomédica y, con esto, su potencial citotéxico. Debido al tamafio de
estos materiales, las interacciones que se generan en un ambiente biologico y fisioldégico seran
mas complejas a las de materiales en su forma macrométrica!??. A partir de esto, la prueba de
hemdlisis se utiliza como prueba preliminar para determinar los anteriores pardmetros de
manera rapida y sin altos costos. Cuando los materiales entran en contacto con las células,
inicialmente interaccionaran con las membranas celulares de estos, y en funcién de su
composicién, forma y tamafio los nanomateriales pueden generar inestabilidad en las
membranas causando su rupturalss,

En la tabla 11 se muestran los resultados del porcentaje de hemolisis de los materiales durante
3 h de interaccién en obscuridad (NR) y aquellos que interaccionaron por 3 h con 10 min de
irradiacion de luz IR de 850 nm (Rad) (Imagen 67a). Como es posible observar (Imagen 67b),
todos los materiales resultan biocompatibles y no hemoliticos (hemolisis < 5%) hasta una
concentracion de 30 pg/mL (Imagen 68). Sin embargo, es notorio que los NCM, al ser
irradiados, elevan su porcentaje de hemdlisis,lo que demuestra un aumento de la citotoxicidad,
la cual no se presenta en el caso de CoFe;04. Por lo tanto, podemos concluir que existe
activacion de la TFD mediante el uso de luz IR de 850 nm, evidencia relevante para demostrar
la generaciéon de ROS como modelo de dafio celular.

A partir de estos andlisis se usara la concentracién de 10 pg/mL en posteriores andlisis para
determinar la capacidad del material de demostrar un aumento de la toxicidad sin llegar a
concentraciones elevadas que puedan causar dafios secundarios por bioacumulacién o dafio
mecanico por agregacion de las nanoparticulas.

a)~ G .
Imagen 67. Fotografias del experimento de hemolisis. a) L&mpara de luz IR irradiando a los
tubos b) Resultado final del ensayo en donde se aprecia la ausencia de hemolisis significativa,
de izquierda a derecha se muestra: control negativo, concentracion 10 pg/mlL, 15 pg/mL, 20
pg/mL, 25 pg/mL, 30 pg/mL y control positivo. Los resultados para todos los ensayos
mencionados en la tabla 10 lucen de manera igual a los mostrados sin diferencias significativas
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Tabla 11. Promedio de los porcentajes de hemolisis de las concentraciones usadas

10

Material pg/mL 15 pg/mL ‘ 20 pg/mL | 25 pg/mL 30 pg/mL
CoFe204 Rad 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
CoFe204 NR 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
NCMCit Rad 0.00 0.00 1.72 1.96 2.03
NCMCit NR 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
NCMGly Rad 0.00 0.00 3.66 1.19 1.01
NCMGly NR 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Imagen 68. Resultados de la prueba de hemolisis con irradiaciéon de luz IR (Rad) y sin
irradiacion de luz IR (NR)
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4.3.2 Produccion de ROS

Los ROS son moléculas de muy bajo peso molecular y tamafio, ademdas de que se encuentran
en estado gaseoso a temperatura ambiente. Esto hace que su deteccion deba ser pronta al
emitirse y de la manera mas especifica posible. La sonda MSG reacciona facilmente con los
ROS con los que entra en contacto y esta disefiada para tener afinidad por las mitocondrias y
sus estructuras internas.

Para determinar la capacidad de creacién de ROS de los NCM, se realizaron ensayos de control
agregando MSG a CoFe;0, pristina (Imagen 69), NCMGly (Imagen 70) y NCMCit (Imagen 71)
y se les irradi6 con luz IR por 10 min. Se observa que en ambos NCM se genero fluorescencia
como respuesta al estimulo luminoso, lo que confirma la creacién de ROS mediante la
irradiacion IR. Sin embargo, la distribucién de la sefial es distinta en ambos NCM; en NCMCit
existe una fuerte y localizada sefial de fluorescencia, mientras que en NCMGly las sefiales estan
distribuidas en todo el campo, pero con menor intensidad. Con esto, se puede correlacionar la
disminucién de la viabilidad de la TFD a causa de la generaciéon de ROS. Asimismo, se
realizaron los controles de D548 (Imagen 72) y A549 (Imagen 73) después de ser irradiados con
luz IR por 10 min para corroborar que el dafio generado era por la exposicién a los ROS y no
por estrés celular a causa de la luz IR.

Como es visible, existe una muy leve respuesta fluorescente que es generada por el
metabolismo intrinseco de las células; estas, requieren de la produccién endégena de ROS para
su correcto metabolismo a cantidades muy bajas'?4. En las imégenes 74-77 se presentan las
micrografias obtenidas por microscopia de epifluorescencia en campo claro y por fluorescencia
cuando las células fueron irradiadas por 1, 5 y 10 min. Asi, cuando el tiempo aumento, las
sefiales fluorescentes empezaron a aparecer con mayor frecuencia y en mas células. En las
imagenes de campo claro, tanto en la linea D548 (Imagenes 74 y 75) como en A549 (Imagenes
76 y 77), se puede apreciar la morfologia conservada de las células aun después de los 10 min
de irradiacion. Porlo tanto, se puede deducir que el dafio que los NMNs generan es porla TFD
que produce ROS y no por algun dafio mecanico que pueda generar los nanomateriales por
efectos de agregacién o similares?®8.135-140,

De forma complementaria, la cantidad de células con forma esférica empieza a aumentar. En
estas células, cuando empiezan a adoptar la morfologia esférica, aumenta la fluorescencia, lo
que indica una mayor concentraciéon de ROS. En estas células, se puede notar el abultamiento,
disminucién de tamafio y formacioén esférica y condensacion de la cromatina; todas estas
caracteristicas de apoptosis!4!-'#, En conclusién, queda demostrada la produccién de ROS
mediante el TFD y este fenémeno en consecuencia aumenta la muerte celular
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Imagen 69. CoFe,0, pristino irradiado con luz IR por 10 min en conjunto con la sonda MSG
A) Micrografia en campo claro B) Micrografia de fluorescencia. Ambas imégenes poseen un
aumento de 400x

Imagen 70. NCMCit irradiado con luz IR por 10 min en conjunto con la sonda MSG A)
Micrografia en campo claro B) Micrografia de fluorescencia. Ambas iméagenes poseen un

aumento de 400x

A»‘ : - 1. = aind M o . i

Imagen 71. NCMGly irradiado con luz IR por 10 min en conjunto con la sonda MSG A)
Micrografia en campo claro B) Micrografia de fluorescencia. Ambas imégenes poseen un
aumento de 400x
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A) C - B)
Imagen 72. Micrografias de los controles de la linea D548 irradiados por 10 min con luz IR
A) Campo claro B) fluorescencia. Ambas iméagenes poseen un aumento de 400x

A) LT (3= S B)
Imagen 73. Micrografias de los controles de la linea A549 irradiados por 10 min con luz IR A)
Campo claro B) fluorescencia. Ambas imagenes poseen un aumento de 400x
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Imagen 74. Resultados de la prueba de produccion de ROS para la linea D548 con NCMGly

por irradiacion de luz IR. Micrografias en campo claro (A) y fluorescencia (D) después de 1 min
de irradiacién IR. Micrografias en campo claro (B) y fluorescencia (E) después de 5 min de
irradiacién IR. Micrografias en campo claro (C) y fluorescencia (F) después de 10 min de
irradiacién IR. Todas las imdgenes poseen un aumento de 400x
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Imagen 75. Resultados de la prueba de produccién de ROS para la linea D548 con NCMCit
por irradiacién de luz IR. Micrografias en campo claro (A) y fluorescencia (D) después de 1 min
de irradiacion IR. Micrografias en campo claro (B) y fluorescencia (E) después de 5 min de
irradiacion IR. Micrografias en campo claro (C) y fluorescencia (F) después de 10 min de
irradiacion IR. Todas las imagenes poseen un aumento de 400x
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Imagen 76. Resultados de la prueba de produccién de ROS para la linea A549 con NCMGly
por irradiacion de luz IR. Micrografias en campo claro (A) y fluorescencia (D) después de 1 min
de irradiacion IR. Micrografias en campo claro (B) y fluorescencia (E) después de 5 min de
irradiacion IR. Micrografias en campo claro (C) y fluorescencia (F) después de 10 min de
irradiacion IR. Todas las imégenes poseen un aumento de 400x
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Imagen 77. Resultados de la prueba de produccién de ROS para la linea A549 con NCMCit
por irradiacién de luz IR. Micrografias en campo claro (A) y fluorescencia (D) después de 1 min
de irradiacion IR. Micrografias en campo claro (B) y fluorescencia (E) después de 5 min de
irradiacion IR. Micrografias en campo claro (C) y fluorescencia (F) después de 10 min de

irradiacion IR. Todas las imagenes poseen un aumento de 400x
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4.3.3 Andlisis de viabilidad CCK8

Un pardmetro fundamental para la aplicacion de los nanomateriales es la biocompatibilidad y
la citotoxicidad, ya que esto determinara la forma de aplicacién y las limitantes de sus usos.
Para ello, se utilizo el kit CCK-8 que permite relacionar la absorbancia de la muestra con la
viabilidad de las células, ya que contiene una sal de formazan que sera reducida en presencia
de enzimas reductoras, lo cual se correlaciona directamente con la cantidad de células viables.
En ambas lineas celulares es notoria la disminucion de la viabilidad una vez que los materiales
fueron irradiados con la luz IR (Imagen 78), lo que es indicativo de que el efecto fotodindmico
se estd llevando a cabo y es capaz de aumentar significativamente la citotoxicidad de los
materiales (Imagenes 79 y 80)87.88.145-147,

Los resultados son similares al trabajo de Jiayong D, et al. (2019)'46 donde de manera conjunta
evaluan la terapia fotodinamica con distintas lineas celulares (incluyendo A549) y demuestran
la efectividad de este fendmeno, estableciendo asi evidencia para suimplementacion biologica,
por lo que los resultados son consistentes con lo reportado. En la tabla 12 se muestran los
resultados obtenidos para cada linea celular con y sin la aplicacion de la TFD. A partir de esto,
es posible establecer la dosis letal 50 (DLso) de los materiales junto con la aplicacién de la TFD
(TFD-DLsy). Para el caso de la linea D548 tnicamente se determiné una PDT-DLs,=10 min TFD
+ 25 pg/mL, sin embargo, se observa mayor sensibilidad de la linea A549 ya que en esta se
establece un DLs;=15 pg/mL y una TFD-DL;;=10 min + 10 pg/mL, demostrando asi el
potencial citotéxico de la TFD. Lo anterior demuestra la efectividad del material y la TFD en
conjunto, ya que al ser activada la DLs, se reduce significativamente, lo que puede ayudar a
evitar efectos secundarios no deseados en el paciente, como la bioacumulacién del material en
las células.

En ambos casos se aprecia que el NCMCit demuestra mayor eficiencia para disminuir la
viabilidad en ambas lineas celulares, ademdas de que al aplicar la TFD se reduce aun mas la
viabilidad en comparacién con NCMGly, lo cual se relaciona con distintas caracteristicas del
material, siendo una de estas la estabilidad coloidal. Debido a las cargas polares que aporta el
citrato enla superficie de las nanoparticulas, estas se repelen entre si, aumentando la estabilidad
por las repulsiones estearicas que se presentan. Al aumentar la estabilidad coloidal, se aumenta
el tiempo de contacto entre la célula y el material, permitiendo una mejor interaccion entre
estos, eficientando la capacidad citotoxica de este.

Imagen 78. Fotografia de la irradiacion de luz IR en el ensayo de citotoxicidad CCK-8. La
irradiacion sucede dentro de la campana de flujo laminar para conservar las condiciones de
esterilidad
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Tabla 12. Resultados (en porcentajes) de la prueba de viabilidad usando el kit CCK-8 junto
con los NCM y ambas lineas celulares (Rad=irradiados con luz IR, NR=No irradiados con luz

IRi.

A549 NCMCit Rad 31.9 16.2 13.1 9.7 6.0
A549 NCMCit NR 54.9 48.7 43.4 36.1 26.5
A549 NCMGly Rad 71.1 63.5 61.2 50.6 45.0
A549 NCMGly NR 98.2 90.6 88.3 77.8 72.2
D548 NCMCit Rad 64.2 58.0 52.7 45.4 35.9
D548 NCMCit NR 99.0 92.8 87.5 80.2 70.6
D548 NCMGly Rad 78.5 70.9 68.6 58.0 52.4
D548 NCMGly NR 86.7 79.1 76.7 66.2 60.6
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4.4 Andlisis por técnicas de microscopia avanzada

4.4.1 Microscopia de fuerza atomica

A diferencia de las microscopias clasicas, la microscopia de fuerza atémica permite obtener
imagenes con grandes aumentos y en alta resoluciéon para determinar caracteristicas
superficiales de las muestras en estudio y, con ello, determinar los cambios que estas puedan
sufrir a lo largo del tiempo y/o de los experimentos a los que se sometan. Para el analisis de las
células con los materiales se utilizaron el modo de contacto y el dindmico.

En las imagenes 81 y 83 se muestran las células de control, en las cuales la morfologia esta
conservada, sus membranas y tanto el nucleo como el nucléolo bien definidos y empaquetados,
ademads de que su textura parece ser uniforme en la superficie. De acuerdo con He J. et al
(2018)'48 los cambios morfolégicos son indicativos de dafios a la célula o a su metabolismo; en
su investigacion describe mediante un modelo computacional entrenado cémo los cambios en
el nucleo y el nucléolo son cambios que se correlacionan con el estrés celular y se ven reflejados
en el metabolismo de ésta.

Similar al trabajo anteriormente citado, en las iméagenes (Imagenes 82, 83, 84 y 85) se observa
la presencia de los NCM (sefialados con flechas blancas) en contacto directo con las células sin
mostrar seflales de dafio mecénico aparente (por ejemplo, disrupciéon de membranas). Las
nanoparticulas estan dentro de la célula uniformemente distribuidas, por lo que no parece haber
bioacumulacion preferencial del nanomaterial en ninguna parte de la célula. Lo que quiere decir
es que, posterior a las 18 h de interaccion, no existe dafio mecanico. Sin embargo, existen
seflales que sugieren la induccién de estrés en la célula por el cambio en la rugosidad de las
células después de estar en contacto. En las imagenes 74C y 74D, se aprecia un cambio en la
textura de las células; la rugosidad de estas parece aumentar, lo cual puede estar ligado a la
presencia de los NCM. Principalmente NCMCit (Iméagenes 82 y 85), genera de forma mas visible
este fendmeno posiblemente por su estabilidad coloidal (Véase anexo: pruebas de estabilidad
coloidal), ya que al estar mayor tiempo en suspension las células pueden captar mas
eficientemente a los materiales y retenerlos dentro de si mismas!4®. Lo anterior, se puede
correlacionar con los resultados obtenidos en las pruebas de viabilidad, donde los resultados
de NCMCit (en ambas modalidades, Rad y NR) suelen mostrar mayor citotoxicidad que
NCMGly.
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Imagen 81. Célula control A549 obtenida por MFA
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Imagen 82. Células A549 sometidas a interaccion con CoFe;04-Cit -Au. A-C) Imagen
obtenida en modo de contacto. B-D) imagen obtenida en modo dindmico
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Imagen 83. Célula control D548 obtenida por MFA. A-C) Imagen obtenida en modo de

contacto. B-D) imagen obtenida en modo dindmico
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Imagen 84. Células D548 sometidas a interaccién con CoFe;0,-Cit-Au. A-C) Imagen
obtenida en modo de contacto. B-D) imagen obtenida en modo dindmico
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Imagen 85. Células D548 sometidas a interaccién con CoFe;0,-Gly-Au. A-C) Imagen
obtenida en modo de contacto. B-D) imagen obtenida en modo dindmico
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4.4.2 Microscopia Holotomogrdfica (MHT)

Como complemento ala MFA, se aplico la MHT para corroborar silos NCM se encontraban
fuera y/o dentro de las células, lo que permitird entender a profundidad los mecanismos de
interaccidon y citotoxicidad de los materiales. Basados en los resultados de viabilidad y
citotoxicidad, nos enfocamos en entender los mecanismos e interacciones entre los
nanomateriales y las células cancerigenas. Esto es relevante para modificar y optimizar los
tratamientos aplicados, ya que al conocer cémo se induce la muerte celular se podran
aprovechar esas caracteristicas para evitar dafios secundarios en el paciente y mejorar las
terapias actuales. A partir de las investigaciones de Medina I. et al. (2024)"® se logr6 identificar
las estructuras observadas en las imagenes holotomograficas. Se propone que, a partir del
indice de Refraccién (IR) generado por cada estructura bioldgica, se diferenciara entre ellas
(Imagen 86). En la imagen 88, se muestra una célula A549 con la anatomia caracteristica de
esta, donde se observan las prolongaciones de la membrana celular o lamelipodio, el nucleo y,
en el centro, un nucléolo abundante. En la imagen 88, se muestra una holotomografia
tridimensional de la misma célula de la imagen 87 En esta se resaltan los indices de refraccion
de los componentes mediante distintos colores, diferenciando asi cada estructura. En la tabla
15 se muestran los resultados comparativos de los controles no radiados e irradiados con luz
IR (laser de 850 nm). Como se demuestra, la aplicacion de luz IR no interacciona con las células,
porlo que no posee efectos citotoxicos. Tanto la masa seca, la esfericidad, asi como el volumen,
no presentan variaciones significativas, lo que quiere decir que el estado de las células
permanece igual aun siendo irradiadas con luz IR.

Refractive Index (RI)
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Imagen 86. Escala de los IR de los organelos celulares eucariontes. Imagen tomada de
Medina I. et al. (2024)
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Imagen 87. Micrografia holotomografica bidimensional de la célula A549 control. También se
muestra una caricatura de una célula A549 tipica.
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Imagen 88. Micrografia holotomografica tridimensional de la célula A549 control.

81




Tabla 13. Informacion proporcionada por el equipo holotomografico respecto a la masa, forma
y volumen de las células control analizadas (Desv. Std. = Desviacién estdndar

Control
Caracteristica Promedio Desv. Std.
Volumen (pm?) 2321.0540 | 530.7138 | 3264.5434 | 1927.6543
Area superficial (um?) 1541.1480 | 254.5818 | 2181.4540 | 1396.0314
Area proyectada (um?) 377.8290 71.0838 490.5342 214.6654
Indice de refraccion medio 1.3609 0.0028 1.3574 0.0075
Concentracion (pg/pum?) 0.1257 0.0147 0.1076 0.0396
Masa seca (pg) 291.1080 67.6579 287.5863 67.9998
Esfericidad 0.5488 0.0172 0.5114 0.0819
Umbral del IR 1.3493 0.0014 1.3476 0.0038

Posteriormente se puso a los modelos A549 en contacto con los nanomateriales para observar
si la interaccién entre estos podria causar algin cambio morfolégico visible en las células. Asi
como reporta Ralf P. et al. (2020)!%°, basados en los diferentes IR fue posible localizar a los
nanomateriales en interaccion con las células. En las imagenes 86A-B, obtenidas por MHT, se
muestra una célula A549 en contacto con NCMCit el cual parece estar dentro de la célula
posterior alas 18 h de interaccién. En las imagenes 89 (CoFe,0,-Cit) y 91 (CoFe;0,4-Cit-Au), es
posible diferenciar la posicion planar de los distintos componentes de las células, asi como la
del nanomaterial, mediante IR. Es posible afirmar la internalizacién de CoFe,0,-Cit en la célula
a causa de las posiciones que se muestran en las imagenes 86 y 87, por lo que el tamafio del
material es adecuado para pasar a través de la membrana de la célula y permanecer dentro de
ella. Asimismo, este fenémeno también es visible en los resultados mostrados en la tabla 13, en
donde se aprecia el aumento de la masa seca en promedio de las células por la cantidad de
NCM dentro de éstas, por lo que se puede asegurar la entrada de los nanomateriales a las
células.

Sin embargo, se aprecia una leve formacién de gotas lipidicas dentro de las células, lo cual
puede ser un indicativo de estrés celular inducido por los nanomateriales. No obstante, este
indicativo aumenta de manera exacerbada una vez que los nanomateriales han sido irradiados
con luz IR, lo que confirma que los resultados anteriores en las pruebas de viabilidad y
citotoxicidad son inducidos por la formaciéon de ROS dentro de las células y, como
consecuencia, dafio celular e induccién de la muerte celular. Este dafio es notoriamente visible
en las imagenes 88-93, donde se observa claramente la pérdida de la integridad membranal y
la formacion de granulosidades dentro de la célula, que parecen concentrarse en la periferia de
ésta. De acuerdo con Friedrich R. et al. (2020)!%, la formacién de este organelo es consecuencia
de algin dafio o estrés que la célula esté recibiendo por causa, ya sea estrés en el reticulo
endoplasmico, estrés oxidativo o inanicién de la célula. Sin embargo, también se menciona que
la produccién de este organelo puede estar focalizada en la reparaciéon de membranas dafiadas
dentro de la célula, principalmente por su esterificacién gracias a la presencia de ROS en
exceso. Por lo tanto, podemos atribuir el dafio celular a las ROS generadas por los NCM cuando
son irradiados, por lo que se puede afirmar por las imagenes obtenidas que la TFD genera dafio
en las membranas celulares y, en consecuencia, se generan las gotas lipidicas para mitigar el
dafio sufrido por la célula. Estos cambios también son notorios en los parametros medidos; en
la tabla 14 se muestra el cambio en la esfericidad, asi como en el area proyectada por las células,
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lo que describe una reduccion del area por parte de las células a causa del estrés sometido por
la produccion de ROS.

A) PRI B)
Imagen 89. A) Micrografia en campo claro de la célula A549 con CoFe,0,-Cit B) Micrografia
holotomografica bidimensional de la célula A549 con CoFe,04-Cit. En ambas se sefiala con
flechas la posicion de CoFe;04-Cit
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Imagen 90. Micrografia holotomogréafica tridimensional de la célula A549 con CoFe;04-Cit. Se
sefialan con flechas la posicion de CoFe,0,4-Cit
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Imagen 91. A) Micrografia en campo claro de la célula A549 con CoFe,0,-Cit-Au B)
Micrografia holotomografica bidimensional de la célula A549 con CoFe,0,-Cit-Au. En ambas
se sefialan con flechas la posicién de CoFe;0,-Cit-Au
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Imagen 92. Micrografia holotomografica tridimensional de la célula A549 con CoFe,0,-Cit-
Au. Se seiialan con flechas la posicion de NCMCit dentro de la célula

Imagen 93. Micrografia holotomografica bidimensional de la célula A549 con CoFe,0,-Cit-
Au irradiada con luz IR
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Imagen 94. Micrografia holotomografica tridimensional (de la imagen 93) de la célula A549
con CoFe;0,4-Cit-Au irradiada con luz IR

Imagen 95. Micrografia holotomogréafica bidimensional de la célula A549 con CoFe;0,-Cit-
Au irradiada con luz IR y dafio celular.
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Imagen 96. Micrografia holotomografica tridimensional de la célula A549 con CoFe,0,-Cit-
Au irradiada con luz IR y dafio celular.

Tabla 14. Informacion proporcionada por el equipo holotomografico respecto a la masa,
forma y volumen de las células control analizadas con interaccién con los NCM (Desv. Std. =
Desviacion estandar)

A549 Ctrl
A549 CTRL | Desv. Std. Rad Desv. Std.

Volume (um®) 6509.7974 | 2983.4608 | 7022.4851 | 3135.7001 | 6126.0909 1720.5309
Surface area (um?) 3151.6256 | 1088.6908 | 3737.2914 | 1449.9422 | 3203.9020 1134.7481
Projected area (um?) 840.3233 252.1505 898.6339 281.6399 770.4372 164.4557
Mean RI 1.3493 0.0043 1.3486 0.0035 1.3498 0.0023
Concentration

(pg/um®) 0.0648 0.0227 0.0610 0.0186 0.0675 0.0124
Dry mass (pg) 369.7991 91.6197 387.7837 111.1467 401.3883 87.4017
Sphericity 0.5308 0.0433 0.4835 0.0635 0.5227 0.0747
Threshold RI 1.3435 0.0021 1.3433 0.0017 1.3440 0.0011
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4.5 Protocolos para terapia de hipertermia y fotodindmica

Una vez demostrada la capacidad de los NCM para crear fenémenos que puedan combatir
células cancerigenas, es necesario establecer metodologias de aplicacion basadas en los
protocolos in vitro partiendo de los resultados obtenidos (Véase andlisis de calorimetria,
produccién de ROS, viabilidad y anexo: pruebas de fototermia inducida por IR). Sin embargo,
estos podran ser usados de manera indistinta para cualquier tipo de ferrita (AB,O4, A= Ag, Cu,
Mn, Fe, Zn, Ni)?935151-156 gyperparamagnética y material fotodinamico. Debido a las condiciones
usadas en los analisis de viabilidad y citotoxicidad, los protocolos planteados a continuacion
partirdn de un escenario en condiciones controladas de laboratorio (in vitro) para proponer
metodologias que, en un futuro, puedan ser escalables a ensayos clinicos.

Metodologia para la aplicacion de hipertermia magnética y fotodindmica

1)

Utilizando una caja de 24 pocillos, se deberad crecer las células hasta obtener una
concentracion de 50,000 células/cm? en los espacios correspondientes (Esta
metodologia puede ser aplicada en una caja de 96 pocillos [ajustar la cantidad de
células] para que, una vez aplicados los tratamientos se mida la viabilidad de las células
usando el kit CCK-8, ensayo MTT o azul tripdn y también se puede combinar con la
metodologia de MFA o MHT [se deberd usar tomodishes en lugar de caja] para
posterior a los tratamientos, observar a las células por técnicas de microscopia)

Una vez llegada a la confluencia necesaria, retirar el medio viejo y lavar 2 veces con
PBS

A partir de una soluciéon stock del ferrofluido, agregar la cantidad suficiente de
ferrofluido para obtener 10 pg/mL y completar lo restante con medio nuevo. Durante
este paso, es importante usar medio enriquecido al 1% de SFB para evitar el crecimiento
exacerbado de las células y disminuir la viabilidad por competicién de nutrientes o
espacio. Dejar en incubacién por lo menos 18 h para asegurar la interacciéon e
internalizacion de las nanoparticulas en las células

Terminado el tiempo de incubacién, se debera retirar el medio viejo, realizar dos
lavados con PBS y agregar medio de cultivo fresco para posteriormente llevar a los
tratamientos.

A partir de este paso, se podra aplicar la hipertermia magnética y la
fotodinamica de manera individual o hacer una aplicacion hibrida para
mejorar los resultados. Por lo tanto, la metodologia podra ser aplicada de
manera individual o de forma paralela.

Llevar la caja de cultivo al equipo de hipertermia y colocarla dentro del solenoide.
Utilizando el equipo de hipertermia, aplicar los campos magnéticos por 5 min con 530
kHz de frecuencia a una potencia de 30 mT y monitorear la temperatura hasta llegar al
punto méaximo de calentamiento deseado (~43 °C). Este paso puede variar en funcién
de la disponibilidad de los equipos, por ejemplo, basados en los protocolos propuestos
por Duval K. et al. (2020)'*7, si s6lo es posible manipular un tubo Eppendorf para el
control de las células, se podra recolectar el cultivo celular y centrifugar para generar
un “pellet” de las células, después exponerlo a la terapia magnética y resuspender para
sembrar en placa de cultivo (Imagen 97). Otro punto por considerar sera la frecuencia
empleada de los campos magnéticos dependiendo del tipo de muestra (cultivo celular
o animal con xenoinjerto). Para cultivos celulares es posible usar frecuencias bajas
(aproximadamente 100 kHz) debido al grosor de las células, mientras que para modelos
in vivo serd necesario usar frecuencias mas altas (> 300 kHz) para penetrar en los
tejidos!5®.
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6) Llevar la caja de cultivo a la campana de flujo laminar, retirar la tapa y colocarla debajo
de la ldampara de luz IR (aproximadamente 10 cm de distancia entrela caja y la lampara)
por 10 min. Para este paso se puede considerar modificar distintas variables en funcién
del tipo de muestra con la que se cuenta o del tipo de instrumentacion. Para este
estudio, se utiliz6 una ldmpara LED de 850 nm y 120 W de potencia, sin embargo, se
puede adaptar este paso para muestras en animales o utilizando un laser. Sin embargo,
se debera tomar en cuenta la distancia entre la fuente de luz y la muestra, asi como el
area iluminada y la capacidad de penetracion de la luz en la muestra®88135.136.138139,147,159-
162

7) Terminado el tiempo del tratamiento, llevar alas células a la incubadoray dejarlas 18 h
en incubacion

8) Pasado el tiempo de incubacién, se podré aplicar la metodologia de CCK-8 para medir
la viabilidad de las células o prepararlas para ser observadas por la técnica de MFA. De
igual manera es posible modificar estos protocolos para revisar a las células por MHT

Placement in
AMEF until « = Immediate
CEM43 of 30 repla olls

mNP incubation ~ 48
hours

Pelleting of cells

Imagen 97. Metodologia propuesta por Duval K. et al. (2020) para cultivos celulares e
hipertermia magnética a microescala.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se logro sintetizar las nanoparticulas de CoFe,O, superparamagnéticas mediante la ruta
de sintesis propuesta con altos porcentajes de rendimiento e indice de cristalinidad.
Se logré sintetizar las AuNP mediante la ruta de sintesis propuesta aplicando las
modificaciones planeadas. Los resultados demostraron la formacién de un segundo
PRS, resultado de la estructuray el tamafio de las AuNP y la influencia del Cit como
agente de recubrimiento para la formacién de AuNP con un segundo PRS.

Mediante la metodologia de superficie de respuesta se demostré la influencia del agente
reductor como factor principal para conducir la sintesis de las AuNP. Mediante la
variacion de la concentracion y cantidades del agente reductor y de recubrimiento es
posible modificar a las AuNP para que tomen diferentes morfologias y tamafios que se
reflejen en la respuesta del PRS

Se logré6 modificar la superficie de las nanoparticulas de CoFe,O, mediante la
metodologia de funcionalizacion propuesta y, con ello, mejorar su estabilidad coloidal
en los ferrofluidos sintetizados.

Se logré determinar las caracteristicas fisicoquimicas de todos los materiales
sintetizados mediante técnicas avanzadas de caracterizacién, obteniendo asi sus
propiedades conforme el proceso de sintesis avanzaba.

Se comprobd experimentalmente la capacidad de los materiales sintetizados para
generar ROS mediante la implementacion de luz IR, por lo que son capaces de generar
la TFD.

Se demostro la biocompatibilidad y seguridad de los nanomateriales sintetizados con
las células sanguineas humanas hasta una concentracién de 30 pg/mL aun cuando se
aplique la TFD.

Se determiné la capacidad calorifica de los materiales y se demostré su eficiencia para
ser aplicados en protocolos de hipertermia

Se crearon protocolos para la aplicacion in vitro de las TFD y THM. Con ellos, se deja
un precedente para que en futuras investigaciones sea posible evaluar nanomateriales
similares con diferentes modelos biolégicos partiendo de las evidencias registradas.
Se demostré mediante las técnicas avanzadas de microscopia que los nanomateriales
interactian con las células de manera segura sin causar dafio mecanico a las
membranas para internalizarse en las células

Se observo que mediante la aplicacién de la TFD las células sufren muerte celular por
medio de apoptosis y necrosis. Usando las técnicas de microscopia, se pudieron
establecer los posibles mecanismos de muerte celular. Basados en los resultados de
fluorescencia, se observaron fenémenos de apoptosis intrinseca y, con la MHT, se
observaron indicios de muerte por necroptosis.

Se demostré que el uso de luz IR (dentro del marco de la primera ventana biolégica) no
afecta a las células ni interfiere en fenémenos biolégicos, por lo que es segura y éptima
para ser empleada en TFD.

Basados en los estudios de viabilidad, se demostré que las células cancerigenas son mas
sensibles a los tratamientos aplicados en comparacion con las demas lineas celulares
sanas

Se demostré que el nanomaterial es seguro para su implementacion en células humanas
y tiene la capacidad y eficiencia de fungir como una plataforma base para el desarrollo
de tratamientos antineoplésicos localizados en canceres superficiales (por ejemplo,
cancer de piel o de seno).
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Capitulo 6. Anexos
6.1 Metodologia de respuesta de superficie

Uno de los factores mas importantes en el disefio de los NCM es la respuesta plasmoénica que
estos puedan tener al espectro electromagnético en el rango del infrarrojo. Por ello, surge la
necesidad de establecer un disefio experimental donde sea posible manipular esta caracteristica
con base a las condiciones de reaccion a las cuales se somete la reaccion de sintesis de las
AuNP (ya que estas son quienes generan el plasmoén superficial). A partir de esto, se aplican una
serie de técnicas matemdticas y estadisticas denominadas Metodologia de Respuesta de
Superficie (MRS), las cuales consisten en el desarrollo matematico del disefio experimental
planteado y con ello lograr asociar unarespuesta o variable (y) a una o méas variables estudiadas
(X1, Xz...Xn) de manera polinomial'¢?

y=f'(x)p+e (A1)

Donde f’(x) representa la funcién vector asociada a la sintesis de las nanoparticulas, § es un
vector asociado a las variables del disefio experimental y € es el error humano aleatorio
asociado a la sintesis. Luego, para obtener un modelo de mejor ajuste y considerando los
distintos factores de influencia de cada variable podemos transformar (Al) en la siguiente
ecuacion donde se considere cada factor y su influencia'®?, de tal manera que:

k

y= ) xufute (A2)

n=1

y se asume que el modelo describe de manera adecuada las condiciones de sintesis. Por lo
tanto, el proposito de este modelo radica en: a) Establecer las relaciones entre las variables X1,
X2...Xn y con ello mejorar el control de estas. b) Determinar mediante la prueba de hipoétesis la
jerarquia de influencia de cada variable. ¢) Determinar las condiciones adecuadas para predecir
el mejor ajuste de la variable dependiente a las necesidades del disefio experimental

Partiendo de la teoria anterior se utilizé la MRS aplicando el Disefio de Composito Central
(DCC) debido a la cantidad de ensayos necesarios para generarlo, y con ello disminuir los costes
y tiempos del desarrollo de esta metodologia!®®. También a partir del modelo DCC se puede
establecer un modelo matematico de segundo orden el cual tendrd un mejor ajuste al
comportamiento del experimento (Véase sintesis de AuNP en metodologia) aplicando una serie
de corridas a partir de una serie de condiciones centrales (Imagen Al). En este método se
analizaron dos variables independientes para la sintesis de AuNP; las cuales son x;= pL de Cit.
Na agregados y x,= uL de H,0, agregados y como variable dependiente (y) se considerara la
longitud de onda (en nandémetros) del segundo plasmon superficial generado por las AuNP con
un factor de confianza de a = *1.41 (Imagen A1l). Partiendo de estas condiciones se utilizo el
software Minitab® al cual se le programaron las condiciones centrales del disefio y con ello
genero las distintas condiciones de las corridas a aplicar (Tabla A1l).
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Tabla Al. Condiciones experimentales generadas por el software Minitab junto con los

resultados obtenidos del seiundo ilasmén suierﬁcial de cada corrida

3 400 150 646
1 400 50 681
4 600 150 632
9 500 100 629
8 500 171 0

2 600 50 0

11 500 100 618
5 359 100 585
7 500 29 645
6 641 100 604
12 500 100 680
10 500 100 662
13 500 100 651

Tabla A2. Resumen de las condiciones experimentales generadas por Minitab para la sintesis

de las AuNP
Factores: 2 Réplicas: 1
Corridas 13 Tota.ll de 13
base: corridas:
Bloques { Total de {
base: bloques:

-1.41

(b) Central Composite Design
a=12+12 =2 =F141

- -
K v
.

E—

-1.41 -1 0 +1 +1.41

X,

Imagen A1l. Esquema representativo del modelo de DCC y célculo del grado de confianza a
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Imagen A2. Grafico de los espectros UV-Vis de las distintas corridas generadas por
Minitab®

A continuacioén, se muestra el resumen experimental generado por Minitab a partir de los
resultados obtenidos:

Coeficientes codificados

Término Coef EE delcoef. ValorT Valorp FIV
Constante 648 101 6.44 0.000

Cit Na (uL) -83.5 79.5 -1.05 0.329 1.00
H202 (uL) -39.4 79.5 -0.50 0.636 1.00
Cit Na (uL)*Cit Na (uL) -18.9 85.3 -0.22 0.831 1.02
H202 (uL)*H202 (uL)  -154.9 85.3 -1.82 0.112  1.02
Cit Na (uL)*H202 (uL) 167 112 1.48 0.182 1.00

Resumen del modelo

R-cuadrado
S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) (pred)
224.969 49.44% 13.33% 0.00%
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Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp
Modelo 5 346445 69289 1.37 0.340
Lineal 2 68216 34108 0.67 0.540
Cit Na (uL) 1 55800 55800 1.10 0.329
H202 (ulL) 1 12416 12416 0.25 0.636
Cuadrado 2 167007 83504 1.65 0.259
Cit Na (uL)*Cit Na (uL) 1 2495 2495 0.05 0.831
H202 (uL)*H202 (uL) 1 166996 166996 3.30 0.112
Interaccion de 2 factores 1 111222 111222 2.20 0.182
Cit Na (uL)*H202 (uL) 1 111222 111222 2.20 0.182
Error 7 354279 50611
Falta de ajuste 3 351789 117263 188.37 0.000
Error puro 4 2490 622
Total 12 700724
Ecuacion de regresion en unidades no codificadas
2doplasm = 1719-2.28 CitNa (uL)-5.1 H202 (uL)-0.00189 Cit Na (uL)*Cit Na (uL)

- 0.0620 H202 (uL)*H202 (uL) + 0.0334 Cit Na (uL)*H202 (uL)

Término

BB

AB

AA

2.365

10
Efecto estandarizado

T
1.5

25

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es 2do plasm, a = 0.05)

Factor Nombre

Cit Na {uL)
H202 (ul)

Imagen A3. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados de las variables usadas en MSR
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Grafica de contorno de 2do plasm vs. H202 (uL), Cit Na (ulL)
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Imagen A4. Grafica de contorno bidimensional de MSR

Grafica de superficie de 2do plasm vs. H202 (uL), Cit Na (uL)
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< 100
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400 e “~ 50
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Imagen A5. Grafico de superficie de respuesta de la sintesis de las AuNP

Los resultados obtenidos (Imagen A3 y A5) demuestran que la variable de mayor influencia en
el experimento es x,. En la imagen A3 se describe la variable de mayor influencia dentro del
modelo cuadrético, estableciendo que el H,O; por si mismo logra afectar en gran medida la
aparicion del segundo plasmon en la regién deseada, por loque se puede establecer que a partir
de los pL usados de H,0O;se podra predecir la presencia del segundo plasmoén en la region de
interés. Asi mismo, con base al resumen generado se puede deducir que el modelo logra
describir la dinamica de la sintesis no tiene un ajuste elevado, por lo tanto, se establece que
pueden existir mas variables (como pueden ser la temperatura o el pH de la reaccion) con
influencia considerable dentro del disefio. En conclusion, se establece la relevancia del H,O, en
la sintesis de las AuNP y cémo es que este factor puede generar el segundo plasmoén en el
intervalo de nuestro interés.
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6.2 Sintesis de nanobarras de Au (NBAu)

Para que el fenémeno del PRS se manifieste en determinada region del espectro
electromagnético, es necesario sintetizar nanoestrucutras con determinadas caracteristicas
fisicas. En el caso de las nanoparticulas de Au (Imagen A6a), a partir de diametros mayores a
50 nm no presentan PRS de manera eficiente (o en algunos casos dejan de manifestarlo), lo que
no permite generar ROS en las situaciones idéneas. Debido a esto, se ha buscado morfologias
alternativas que puedan conservar las dimensiones nanométricas, eviten causar dafio mecanico
a las células y puedan ser internalizadas sin generar respuesta inflamatoria. Con este objetivo
en mente, se determino la realizar la sintesis de nanobarras de Au. A causade la forma alargada
de estas estructuras, se generan dos respuestas plasmoénicas en estos materiales (Imagen A6b).
El primer plasmoén se atribuye al tamafio longitudinal de la estructura (el cual se presenta en
longitudes de onda cercanas al espectro visible) mientras que el segundo aparece a causa de la

dimension transversal de la nanobarra.
{a)

Transwarse SFR

Imagen A6. Representacion de los modos en los que se presenta el PRS en funcion de la
morfologia. a) nanoesfera de Au. En esta sélo existe un solo PRS a causa de que en cualquier
direccion existe una misma longitud b) Nanobarras de Au. En este escenario, por la forma de la
estructura es posible generar dos respuestas en diferentes longitudes de onda.

Como objetivo, se propuso la sintesis de nanobarras con un méximo de absorcion en los 850
nm. Inicialmente se utilizé el protocolo disefiado por Sunghoon Yoo et al. (2022)!'!! los cuales
estan basados en el trabajo de J. Murphy (2004)!13.166.167 para sintetizar nanobarras en distintos
pasos (Imagen A7). A la metodologia propuesta por J. Murphy se le denomina “sintesis de
nanobarras por semillas”. En esta metodologia se parte de una matriz de sal precursora de Au
junto con el CTAB y se agrega un agente reductor débil (4&cido ascorbico 0.1 M) para generar
las semillas. Posteriormente, se agregan las semillas a la solucion de crecimiento junto con el
agente reductor a temperatura ambiente.
Scheme 1. General Methodology for the Generation of Gold Nanorods
Ageing (16 h)

0.1 M Ascorbic Centrifugation
‘ acid and resuspension

SRR

Growth Step 1 Step 2 Step 3

solution Nanorods

Imagen A7. Esquema de la metodologia principal propuesta por J. Murphy (2004)!!3

En la metodologia de Sunghoon Yoo et al. (2022)!!! (Imagen A8) se propone la aplicacién de
NaBH, (como formador de las semillas), Ag (proveniente de AgNOs) para inducir y controlar la
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formacion de las nanobarras (Imagen A8) ademas de conducir la reaccion a 40 °C, lo que
permite aumentar la entropia de la reaccién e inducir la formacién de las nanoestructuras
distintas.

119nm

® ®
L N

Hydroquinone
( Seed Sol.
— | | — 886 nm

8.05nm

-
Sced Sol.
— 123.2 nm

L

HQ*AA

Reducing agents

Seed Sol

9.66 nm
] 30.2nm
Step @, @, & @ for synthesis of Au seed particles Ascorbic Acid v
Step @, ®, & ® for synthesis of Au NRs (AA)

Fig. 1 Schematic of the synthesis of Au NRS via the seed-mediated meth ‘

B8

Imagen A8. Esquema de la sintesis de AuNB por Sunghoo Yoo et al. (2002)

Los primeros resultados obtenidos fueron exitosos, logrando replicar lo expuesto en el
protocolo. En la imagen A9, se muestra el espectro UV-Vis de las nanobarras sintetizadas. Como
es evidente, existen dos PRS que confirman la formacion de la estructura buscada. Sin embargo,
las condiciones de sintesis no son suficientes para generar la respuesta en la longitud de onda
deseada.

3.0
0.0 HAUC,

0.1 CTAS

0.01M NaBH, ERS 720
25| 0.4M Ac, Asc.

Q.1M AgNO,

Semillas y crecimiento a 40 'C

Abs (UA)

DVDAOO 560 6[50 7(‘30 SI‘JO

Longitud de onda {nm)
Imagen A9. Espectro UV-Vis de las nanobarras usando la sintesis de Sunghoon Yoo et al.
(2022) sin modificaciones

T T 1
900 1000 1100

Una vez analizados los resultados, se modificé la temperatura de sintesis para inducir la
formacién de nanobarras mas largas y con esto generar un corrimiento hacia elrojo del segundo
PRS. Como el objetivo plantea la necesidad de llegar hastalos 850 nm, implica crecer las barras
en forma transversal debido a que el segundo PRS es el que puede llegar a estas longitudes de
onda. Asi pues, se optd por modificar la temperatura de la solucién de crecimiento y mantener
las condiciones originales de las semillas. Por lo tanto, se disminuy¢ la temperatura de sintesis
de las nanobarras a la temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C), asi la energia de
reaccion disminuiré en la solucion de crecimiento, disminuyendo la cinética de la reaccion lo
que permitiria crecer el tamafio de las nanobarras antes de consumir los precursores en la
matriz. Las modificaciones resultaron favorables para el objetivo planteado (Imagen A10), lo
que permitio obtener una respuesta del segundo PRS en una longitud de onda mayor (840 nm).
Esto representa un aumento transversal de las nanobarras.
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PRS 840 nm

0014 HAUCI,
011 CTAB

0.014 NaBH,

014 Ao Ase

0.1M Agho,

Somilazdd "C y srovimionlo a lemp. amb

N

T T 1
600 70 200 900 1000
Longitud de onda (nm)

Imagen A10. Espectro UV-Vis de las nanobarras usando la sintesis de Sunghoon Yoo et al.
Modificada

Luego, buscando aumentar el corrimiento hacia el rojo, se modificaron nuevamente las
temperaturas de reaccion. En esta etapa se propusieron dos temperaturas distintas, 15 °C y 20
°C. Por lo tanto, disminuyendo la temperatura, se disminuye la cinética de la reaccién
permitiendo una mayor interaccién entre los atomos de Au y los ntcleos metélicos, generando
estructuras méas alargadas y por consecuencia, una longitud de onda mayor en la respuesta del
PRS. Como se muestra en la Imagen Al1, las modificaciones de la sintesis resultaron positivas
para el objetivo propuesto. Se generd un corrimiento hacia el rojo hasta llegar a un maximo de
absorcion en 847 nm, resultado aceptable respecto a los 850 nm deseados. Porlo tanto, quedan
establecidas las condiciones optimas para construir nanobarras de Au, con respuesta en la
primera ventana biolégica (~ 850 nm).

3.0 4

PRS 847 nm

0.01M HAUCI, 0.1M CTAS 0.01M
NaBH, 0.1M Ac. Asc, 8.1M AgNO,
25 ‘Semillas40 °G y cracimiento a 15 °G

001K HAUCI, 0.11 CTAB 0.01M
NaBH, D.1M Ac. Asc. 0.1 AgNO,
204 ‘Semillasa0 °C y crecimiento a 20 °C

PRS 802 nm

0.0

T T 1
B 700 800 00 100¢
Longitud de onda (nm)

Imagen A11. Espectro UV-vis de las nanobarras en condiciones de temperatura distintas.

T
400 500

Una vez obtenidas las AuNB se determiné el siguiente objetivo, retirar el CTAB de la superficie
de las AuNB. Este surfactante es fundamental para la generacion de las AuNB en
concentraciones lo suficientemente altas para ser citotéxicas (0.01 M). Este conduce el
crecimiento de forma anisotrépicay en conjunto con la Ag, aportan para la formacién de las
AuNB. En contraste, al ser un surfactante fuertemente catiénico al entrar en contacto con las
membranas celulares desestabiliza sus cargas y genera lisis celular>”.168.169 Para evitar el uso de
algin agente que pueda interaccionar quimicamente con las nanobarras, se opté por remover
el CTAB por medios fisicos para mantener su tamafio.
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Una vez sintetizadas las AuNB, se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min y posteriormente se
separaban de la matriz y se lavaban con 2 mL de DI. Este proceso se realiz6 por triplicadoy se
analizd nuevamente por UV-Vis para buscar algun cambio en las propiedades plasmonicas. Asi
mismo, para determinar la remocién de residuos de la reaccion original se dejo reposar por 24
h las AuNB y se analizaron por UV-Vis.

354

Sintesis 20 °C
Sintesis 20 °C 1 3 lavdos PRS 796 nm

——Sintasis 20 °C + 3 lavados + 24 h reposa

3.0 <

254 PRS 778 nm

PRS 814 nm

b
o
N

Abs (UA)
>
!

oo T T T
400 500 [}

T T 1
0 700 800 Q00 1000
Longitud de onda (nm)

Imagen A12. Espectro UV-vis de las nanobarras sintetizadas, después de 3 ciclos de lavado y
24 h de reposo

Como es notorio, las nanobarras comienzan a perder su estabilidad conforme el CTAB
disminuye su presencia, lo que por consecuencia genera cambios en la morfologia de las
nanoestrucuras. Ambos procesos (lavados y reposo por 24 h) tienen como consecuencia
cambios en las AuNB generando un corrimiento hacia el azul en el PRS alejandose de la zona
de respuesta deseada. Aunado alo anterior, se emplearon AulNB con 3 lavados para la sintesis
de NCMCit y posteriormente se sometieron a una prueba de hemolisis.

10 L 20 10 20 30
(LN HL/mL§ pLmL uUm | BUmLE mL
- 4 - !‘ -—

h

L4

Imagen A13. Resultados de la prueba de hemolisis con y sin aplicacién de la TFD. De izquierda
a derecha se muestra: Control negativo, tubos no irradiados conluz IR, tubos irradiados con luz
IR y control positivo.

Como se muestra en la imagen A13, tanto los materiales irradiados como no irradiados
muestran una hemolisis total, por lo que el proceso de lavado no fue suficiente y aun existia
suficiente cantidad de CTAB en las AuNB como para causar un elevado dafio celular. Por lo
tanto, es necesario investigar alguna alternativa para crear las nanobarras con menor
citotoxicidad y que conserven la respuesta en la primera ventana biolédgica.
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6.3 Calculos demostrativos

6.3.1 Cdlculo del tamario promedio de nanoparticula (D) usando la ecuacion de Scherrer para el caso

de CoFe,0, pristina
Para este caso K=0.94, 1=1.541874 nm, $=1.31582 y 26=35° con base al plano de mayor

intensidad (311)

KA
D=
B cos6

_(0.94 * 1.541874nm)
"~ 1.31582 * cos (17.75)

D = 6.3nm

6.3.2 Cdlculo de los diametros nucleo-coraza de los nanomateriales funcionalizados y NCM

Estos calculos realizaron a partir de los resultados obtenidos en el analisis TGA y a partir de
estos se obtienen las fracciones masicas de los componentes organicos y se realiza el calculo
para saber el tamafio de la coraza (5) y posteriormente el diametro nucleo-coraza. Para todos
los casos se tomara el valor de la densidad de CoFe;O, como p.=5.29 g/cm?

-1

]T— 1| (5)

A e [ NcPs

2 NePs + NsPc
0., =0, +2A (6)

1) COF€204-Cit
Para este caso 1.=0.83, 1,=0.17 y ps=6 g/cm?®

7.1nm 0.83%6g/cm3
sk 0835 1 (01728 | h
’ cm : cm

A= 0.1991 nm
O.s =0, + 2A

o, =71nm+2%0.1991 nm
0. =7.49nm
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2)

3)

4)

COF€204-Cit-AU
Para este caso n.=0.81,1,=0.19 y ps=6 g/cm?®

__ 7inm 0.81%6g/cm3
A== (0.81+29) +(0.19+2229)
T em ' cm

A=0.2263 nm

O, =0, + 2A
o.s=71nm+2%0.2263 nm
o.s =7.55nm

COF€204-Gly
Para este caso 1.=0.84,1,=0.16 y ps=1.161 g/cm?

7.1nm 0.84%1.161g /cm3 2
A_ 1.161g 5.299
2 * *
(084230 +(0.16+229)

A= 0.8220 nm

O, =0, + 2A
o.s=71nm+2x%0.8220 nm
o.s =8.74nm

CoFe,0,Gly-Au
Para este caso 1n.=0.85, 1,=0.15 y ps=1.161 g/cm?

Ao Znm 0.85+1.161g/cm3 g
= 1161g 5295
2 . .
(08530 +(0.15+24)

A=0.7716 nm

O, =0, + 2A
o, =71nm+2%0.7716 nm
o.s —8.64nm

110




6.3.3 Cdlculo del ajuste Langevin para la determinacion del momento magnético por particula

Para la determinacién se este valor se parte del ajuste de Langevin (7) para la determinacion.
Este asume una distribucion logaritmica de los tamafios con una desviacion estandar casi
despreciable, por lo que se asume un tamafio muy uniforme, lo que influye en el resultado final.

uH kgT
L(u, H) = Ms * [Coth(kB—T - (#—H)] (7)

Para este calculo fue necesario convertir (7) a una forma en la que el software Origin 6.0 pueda
realizar el célculo. Usando los datos de los andlisis VS, se sigue la siguiente ruta en la ventana
activa de los datos: Analysis 2 NON-linear curve Fity en la ventana desplegada se seleccionara
la opcién de escritura manual de la funcién a usar y posteriormente se asigna las variables
dependientes (y) e independientes (x) relacionadas a las columnas del archivo donde se
encuentran los datos y en la ventana definition se asigno la siguiente ecuacién que corresponde
al ajuste Langevin en la siguiente forma:

y = Msx [(tanh{;1 % x}> ({Pll* x)] ®

Con la siguiente instruccion, se pasa a la ventana de célculo y se le da la instruccién de créate
curve para empezar con la simulacién. Se realizaron por lo menos 50 iteraciones para asegurar
un ajuste lineal lo més alto posible y con esto se genera el grafico. En estos graficos generados,
el software incluira el ajuste R? junto con el valor de P; que se usara para calcular el momento
magnético. Posteriormente se usé la ecuacion (8) para determinar <u> (9)

w= P xKg*T (9)

Donde Kp es la constante de Boltzman y T la temperatura a la cual se realizo el andlisis VSM
(300° K)

1)COF8204
Para este caso P;= 0.00112
u= 0.00112 % 1.38x1071¢ % 300

U= 4.64x10—21?
u = 5001uB

2)CoFe,0,-Cit-Au
Para este caso P;= 0.00101
pu = 0.00101 *1.38x1071° % 300
U= 4.18x10-17%

u = 3617 uB

3)C0Fe204—G1y—Au
Para este caso P;=0.00101
pu = 0.00081 x1.38x1071° % 300

U= 3.55x10-17?
1= 3617 uB
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6.4 Pruebas de estabilidad coloidal

Para que los nanomateriales desarrollados pueden funcionar de manera eficiente y apropiada
en las conficiones a las cuales se les desea probar, es fundamental conocer y determinar la
estabilidad de estos en suspensién. De acuerdo con lo reportado por Pilati V et al. (2021)!28,
este pardmetro es de suma importancia en la absorcion de los campos magnéticos y posterior
dispersion de calor en el medio, ya que cuando las nanoparticulas precipitan y se agregan, se
reduce y evita las interacciones con los campos electromagnéticos y magnéticos, por lo que y
decrece la eficiencia al dispersar el calor en el medio.

Para desarrollar esta prueba se sintetizaron los ferrofluidos (matriz de goma arabiga al 3%) de
cada material a una concentracién de 1lmg/mL a un volumen final de 5 mL. Se sometieron al
bafio ultrasénico por 5 min para dispersar lo méas posible al material y eliminar agregados que
puedan existir previamente. Posteriormente se dejaron en reposo y se obtuvieron fotografias
de cada muestra en intervalos de 0, 8, 16 y 24 h para registrar la estabilidad coloidal con el paso
del tiempo usando la turbidez como parametro a considerar.

Los resultados se muestran en la tabla A3, en los cuales se puede apreciar el cambio en la
turbidez y opacidad de las muestras conforme el tiempo avanza. También, se agregé una
muestra de CoFe,0, pristino en matriz acuosa para demostrar el contraste entre el uso de agua
y la goma arabiga cuando el material no ha sido modificado. Los resultados demuestran que la
implementacién de la goma mejora notoriamente la estabilidad de las nanoparticulas. Debido
a la composicién de la GA, se crea repulsién entre sus propias moléculas y las nanoparticulas
lo que genera un aumento en el tiempo de suspensién de los nanomateriales. Posteriormente
se puede observar el cambio en la dindmica de los materiales cuando han sido modificados y
cémo interaccionan con la matriz a lo largo del tiempo. Cuando la superficie de los
nanomateriales ha sido modificada, se genera un cambio en las cargas superficiales; en el caso
del Cit por su caracter de acido triprético aporta mas cargas negativas en la superficie creando
una mayor repulsién entre las nanoparticulas y el medio. Sin embargo, en el caso de la Gly se
muestra un resultado diferente que, aunque mejore la estabilidad de la CoFe,O4 no sucede de
la misma manera que en el Cit. Aun asi, cuando los NMN estan sintetizados, la estabilidad
coloidal también se modifica, ya que las AuNP también aportaran cargas en la dindmica de los
materiales, lo que se ve reflejado en las imagenes donde los NCM muestran una estabilidad
coloidal mayor que los deméas materiales, lo que demuestra que la formacion del NCM mejora
las propiedades fisicas de los materiales anteriores.

112




Tabla A3. Imagenes de la prueba de estabilidad coloidal respecto al tiempo. Se muestra el
avance temporal de los ferrofluidos sintetizados con GA 3% y 1 mg/mL de cada material
respectivamente. La intensidad de la turbidez se relaciona directamente con la estabilidad
coloidal del nanomaterial.

COF6204 (Agua)

CoFez04 (Ga 3%)

CoFe204-Gly
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COF6204-Gly-
Au

COFezO4-Cit

COFezO4-Cit-
Au
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6.5 Pruebas de fototermia inducida por luz IR

En el caso de las AuNP ademas de haberse reportado la capacidad fotodindmica (generacién
de ROS mediante ondas electromagnéticas) también se reporta la capacidad de la fototermia
(aumento de la temperatura mediante la activacién de ondas electromagnéticas). Estos analisis
se desarrollaron para determinar si en los experimentos de viabilidad (Véase 4.3.2 Pruebas
biologicas: pruebas de generacion de ROS), los resultados pueden ser atribuidos a un solo factor
(creacidon de ROS) o si existe la sinergia con otro fendmeno (ROS + Aumento de temperatura).

Para el desarrollo de esta prueba se siguié la siguiente metodologia. Se utiliz6 una caja de cultivo
de 24 pocillos para simular las condiciones a las cuales se realizaron los ensayos de produccién
de ROS la cual fue colocada dentro de una camara para aislarla lo mas posible de
contaminaciones luminicas. En un pocillo se agregé 1 mL del ferrofluido (previamente
sumergido en bafio ultrasénico por 1 min) y se coloc6 un termopar dentro de este para registrar
los cambios de temperatura. Luego, seregistré la temperaturainicial (0 min), después se colocé
la lampara de luz IR (850 nm) sobre la placa de cultivo y se registré la temperatura cada minuto
en un lapso de 10 min (Imagen A14).

1

Imagen A14. Iméagenes del disefio usado para los experimentos de fototermia. A la izquierda
se observa el dispositivo montado y la luz IR siendo irradiada sobre la placa de cultivo. A la
derecha se muestra el dispositivo montado, funcionando y tapado con papel aluminio para
evitar perturbaciones exteriores.

Tabla A4. Resultados en grados Celsius de las pruebas fototérmicas. No se observa variacion
considerable en los resultados.

CoFe;0, 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25

NCMCit 26 26 26 26 26 26 26 26 26 26 26

NCMGly | 26 26 26 26 26 26 26 26 26 26 26

Los resultados demuestran que no hay evidencia de efectos fototérmicos en los ferrofluidos al
aplicarles luz IR. Es posible que la morfologia y/o tamafio de las AuNP no sean adecuadas para
generar efectos fototérmicos. Por lo que se puede concluir que la muerte celular inducida en
los ensayos de viabilidad es por los ROS generados mediante el PRS.
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