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Resumen

El objetivo de esta tesis de maestria fue el desarrollo de nhanomateriales con propiedades
aptas para ser utilizados como sensibilizadores en radioterapia. En principio, se estudio la
sintesis de sulfuro de bismuto (Bi-S3) de tamafio nanométrico, y el recubrimiento de las
particulas obtenidas por un agente biocompatible. Las sintesis se realizaron mediante
dos métodos: el método hidrotérmico y el método “hot injection”. Mediante el método
hidrotérmico se obtuvieron estructuras de BixSs, de morfologia de varilla
fundamentalmente y que en algunos casos presentaron ancho de tamano nanomeétrico.
Las estructuras obtenidas con este método no presentaban las caracteristicas
morfologicas adecuadas para ser utilizadas como radiosensibilizadores, por lo tanto no se
continuo por esta via, no obstante los resultados obtenidos son alentadores para realizar
futuras investigaciones. Por otro lado, con la sintesis por el método “hot injection” se
lograron sintetizar nanoparticulas de Bi>S3 de diferentes morfologias y tamafos variados.
Ademas, las mismas fueron ligadas con un polimero (PVP), para mejorar su
biocompatibilidad. Para estudiar la posibilidad de internalizacion de las nanoparticulas por
via sanguinea, se estudidé la estabilidad de las suspensiones de nanoparticulas en
distintos solventes, obteniéndose como resultado que las mismas son estables en
aquellos solventes que presentaban contenidos proteicos, lo que permitiria ayudar a la
circulacion de las nanoparticulas en el torrente sanguineo. El estudio del uso de las
nanoparticulas se realizdé evaluando dos grandes areas. Por un lado se determind la
toxicidad de las nanoparticulas mediante estudios de citotoxicidad en células de cancer
de mama MCF7 y estudios de ecotoxicidad aguda en cladéceros Daphnia Magna. Los
resultados arrojados por estos estudios indicaron que las nanoparticulas sintetizadas no
presentan citotoxicidad hasta una concentracion de 5000 pg/mL y hasta una
concentracion de 100 mg/L no presentaron ecotoxicidad aguda. Por otro lado se estudio
la sensibilizaciéon de las células MCF7 a la radiacion gamma en presencia de
nanoparticulas. Para ello primero se optimizaron los parametros del analisis (dosis de
irradiacion y tiempo de lectura del resultado post-irradiaciéon principalmente), y se obtuvo

como resultado que con una dosis de 2 Gy y un tiempo de lectura post-irradiacion de 48
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hs se lograba obtener resultados adecuados para determinar la eficiencia de las
nanoparticulas como radiosensibilizadores. La segunda etapa se realizé incubando
células MCF7 con y sin nanoparticulas, las cuales fueron irradiadas con un irradiador que
contenia una fuente de ©Co. Los resultados obtenidos demostraron que las
nanoparticulas sintetizadas permiten obtener un 38% mas de muerte celular que cuando

las mismas no estan presentes en el momento de la irradiacion celular.

En suma, en esta maestria se logré6 completar todas las etapas referentes a la obtencion
de nanoparticulas biocompatibles de Bi;Ss, y la evaluacion primaria de su utilizacion
como sensibilizador para radiacion gamma en células de cancer de mama. Al mismo
tiempo, y por indicarse del primer trabajo en este tema que se desarrolla en el Area
Radioquimica de la Facultad de Quimica, abre camino a nuevos trabajos de
investigacion, que pueden emplear nuevos materiales para esta aplicacion o profundizar
en cada uno de los items que este trabajo abordd, produciéndose asi trabajos

especificos, que permiten especializaciones tematicas.

Palabras clave:

Nanoparticulas; sulfuro de bismuto; radiosensibilizadores; radioterapia.
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Abstract

The aim of this postgraduate thesis was the development of nanomaterials, which can be
used as sensitizers in radiotherapy treatment. The synthesis of bismuth sulfide (Bi.Ss)
particles, with nanometer size was studied, and their behavior when coated with a
biocompatibility agent as well, through two synthesis methods: hydrothermal and hot
injection. The hydrothermal method leaded to Bi>Ss structures, which presented mainly a
rod morphology mainly, and some of them showed a nanometric width. The structures
obtained by this method did not exhibit the morphological characteristic needed as
radiosensitizers, therefore the work was not continued in this way. Nevertheless, the
results obtained are encouraging for futures investigations. The hot injection method
allowed to synthetize, Bi»Ss nanoparticles with different morphology and sizes. Moreover,
in order to improve their biocompatibility, these nanoparticles were coated to a polimer
(PVP), with the purpose of studying the behaviour of nanoparticles by the bloodstream,
their stability in diverse solvents was studied. The results indicated that the suspensions
were more stable when the solvents had protein components, which may facilitate the
blood circulation of the nanoparticles. The potencial use of nanoparticles was evaluated
two main areas namely, the toxicity of the nanoparticles and their radiosensitization. The
toxicity of the nanoparticles was determined by breast cancer cells (MCF7) cytotoxicity
studies and Daphnia magna cladoceras acute ecotoxicity. These results show that the
synthetized nanoparticles evidenced neither cytotoxicity up to a concentration to 2500 p
g/mL and up to 100 mg/mL nor acute ecotoxicity. On the other hand, the sensitivity to
gamma irradiation of MCF7 cells with ans without nanoparticles in the culture was studied.
In this case, the parameters were evaluated to determine the assay conditions (mainly
irradiation doses and post-irradiation lecture time), and it was found that an adequate
efficiency as radiosensitizers can be obtained using a dose of 2 Gy and post-irradiation
lecture time of 48 hours. The second part of the experiment was incubating MCF7 cells
with and without nanoparticles, afterwards they were irradiated with a 89Co source. The
results showed that the use of nanoparticles jointly with radiation achieve a 38% more

cells death than the single cell culture.
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In conclusion, it was possible to complete all the stages to obtain Bi»Ss biocompatible
nanoparticles, and a primary evaluation of their use as sensitizers of breast cancer cells to
gamma radiation. Meanwhile as this is the first work in this topic, performed in the
Radiochemistry Area of Faculty of Chemistry, it leads a new path of research work, that
can employ new materials for this use or strengthen items addressed in this postgrade,

promoting thereby specific works, which can carry out in topic specializations.

Keywords.

Nanoparticles; bismuth sulfide; radiosensitazers; radiotherapy.
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1- Introduccidn

1.1. El cancer en el mundo y Uruguay

1.1.1. Cifras generales

El cancer es una enfermedad causada por el crecimiento descontrolado de células
producto de diversos estimulos [1]. Esta enfermedad es la segunda causa de muerte mas
comun en el mundo segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [2]. Estas cifras se
presentan en la Figura 1, donde se puede observar que en el 2016 las enfermedades no
transmisibles (ENT) son la causa del 71% de las muertes mundiales, de las cuales el
cancer representa el 22% de todas las muertes por ENT.

Il Enfermedades no transmisibles

I Oftras
29%

9%

1%

21%

I Cardiovasculares

i Cancer

I Respiratoria cronica
Diabetes

44% I Otras

Figura 1: Cifras mundiales de enfermedades no transmisibles de acuerdo al reporte de la OMS

realizado en el 2018 [2].

La Agencia Internacional de Investigacién en Cancer (IARC, por su nombre en inglés
International Agency for Research on Cancer) en su ultimo reporte estima que la
incidencia del cancer a nivel mundial es de uno de cada cinco hombres y una cada seis

mujeres, y que es la causa de muerte de uno de cada ocho hombres y una de cada once
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mujeres [3]. En cifras poblacionales esto correspondié a 8.2 millones de muertes por
cancer en el 2012 [4], 9.0 millones en el 2016 [2] y 9.6 millones en el 2018 [3] y se estima
que este valor aumentara a 16.4 millones en el 2040. En el caso de la incidencia de
cancer a nivel mundial, correspondié a 14.1 millones de nuevos casos en el 2012 [4] y
18.1 millones en el 2018 [3], y se estima que la estara por encima de los 29 millones en el

2040 [5].

En términos globales los seis principales tipos de cancer que mayor cifra de nuevos
casos tienen son: pulmoén, mama, colorrectal, préstata, estdmago e higado, los cuales
correspondieron al 54.3% de incidencia y el 56.4% de muerte en el 2012 [4] y el 50.9% de
incidencia y el 55.9% de muerte en el 2018 [6]. Estos valores se pueden comprobar en la
Figura 2, donde se presentan las graficas de numero de nuevos casos (Figura 3.a) y de
mortalidad (Figura 3.b) a nivel mundial para los canceres mas comunes, obtenidas de la
base de datos del Observatorio de Cancer Global (GCO por su nombre en inglés Global

Cancer Observatory) de la IARC.

Lun
093 876 (11.6%) Lun

1761007 (18.4%)

Breast

2088849 (11.6%) Other cancers

3781 406 (39.6%)

Colorectum
880 792 (9.2%)

Other cancers
8323 793 (46%)

Colorectum
1849 518 (10.2%)

Stomach
782 685 (8.2%)

Prostate

1276 1086 (7.1%)

Stomach Pancreas
1033 701 (5.7%) 432 242 (4.5%) St

QOesophagus Liver Oesophagus Breast

5721034 (3.2%) 841 080 (4.796) 508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

Liver
781 631 (8.2%)

Total : 18 078 957 Total : 9 555 027

A b
Figura 2: Datos de la GCO-IARC del porcentaje de incidencia (a) y mortalidad (b) de los

principales tipo de cancer a nivel mundial [6].

1.1.2. Cifras de cancer mama

Como se menciond anteriormente el cancer de mama forma parte de los seis tipos de

cancer que mayor numero de nuevos casos hay en el mundo. Mas especificamente es el
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segundo tipo de cancer mas influyente, con un 11.6% del total de los casos mundiales, y
el quinto tipo de cancer con mas muertes, con un 6.6% de las muertes totales por cancer
a nivel mundial [7]. El cancer de mama corresponde al cancer con mas influencia en el
56.2% de los paises del mundo y con mas mortalidad en el 22% de los paises, incluido

Uruguay. [8], [9].

Si se evalua directamente los datos Unicamente de mujeres, se observa que para el
84.3% de los paises del mundo el cancer de mama es el tipo de cancer con mayor
influencia en mujeres, y en el 56.2% de los paises es el causante de las mayorias de las

muertes de mujeres por cancer [10], [11].

El mismo impacto del cancer de mama para la poblaciéon femenina se puede observar al
analizar el porcentaje de distintos tipos de cancer que afectan esta poblacién a nivel
mundial (Figura 3). En este contexto, al 2018 un 24.2% de la poblacion femenina es

afectada por cancer de mama, y un 15% de la misma muere por esta causa [3].

Breast
626 679 (15%)

Breast
2088 849 (24.2%)

Other cancers
1550 997 (37.2%)

Other cancers
3246 828 (37.7%)

Lung
576 060 (13.8%)

Colorectum
823 303 (9.5%)

Colorectum

396 568 (9.5%)

Stomach

349 947 (4.1%)
Corpus uteri
382 069 (4.4%)

Lung
725 352 (8.4%) Pancreas
205 332 (4.9%)
Thyroid Cervix uteri Liver Stomach
436 344 (5.1%) 569 847 (6.6%) 233 256 (5.6%) 269 130 (6.5%)

Cervix uteri
311 365 (7.5%)

Total : 8 622 539 Total : 4 169 387

a b
Figura 3: Datos de la GCO-IARC del porcentaje de nuevos casos (a) y de mortalidad (b) de los

principales tipo de cancer a nivel mundial para la poblacién femenina [3].
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1.1.3. Cifras en Uruguay

En Uruguay casi un cuarto de las muertes al afo son debidas al cancer, como se puede
observar en la Figura 4, donde se presentan las cifras de mortalidad en Uruguay para el

2017 segun los valores de estadistica vitales del Ministerio de Salud Publica [12].

l '—

Il Enfermedades del Sistema Circulatorio
I Tumores (Neoplasias)
Il Enfermedades del Sistema Respiratorio
Sintomas, signos y hallazgos, no clasificados en otra parte
I Causas externas de morbilidad y de mortalidad
Trastornos mentales & del Comportamiento
Il Otras causas

Figura 4: Datos Estadisticos de defunciones en Uruguay en el afio 2017, de acuerdo a datos del

Ministerio de Salud Publica [12].

Segun datos de la Comision Honoraria de Lucha Contra el Cancer en el periodo 2010-
2014 en el Uruguay se registraron 79716 casos incidentes y se produjeron 39902
muertes por cancer, lo que da un promedio de 15943 casos incidentes y 7980 muertes al
afo [13]. Si se compara estos valores con el resto del mundo se puede observar que
Uruguay ocupa el quintil de mayor incidencia de la enfermedad, compartido con los
paises mas desarrollados, pero también el de mayor mortalidad, agravando la cuestién

aln mas.

Si se tienen en cuenta ambos sexos, los tipos de cancer que tienen mas influencia en
Uruguay son el cancer de mama, prostata, pulmén y colorectal, que constituyen el 57%
de los casos de muerte por cancer en el pais y corresponden al patrén epidemiolégico de

canceres con mayor influencia en paises mas desarrollados, pero también presenta altos

Isabel Galain
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valores en aquellos tipos de cancer presentes en paises poco desarrollados como son el
de esofago, estobmago y cuello de utero. En cuanto a la mortalidad en Uruguay el cancer
de pulmodn es la principal causa de muerte, seguido de cerca por el cancer de mama [13],

[14].

Al analizar exclusivamente los valores obtenidos para el sexo femenino (Figuras 5 y 6),
se advierte que el tipo de cancer mas influyente en las mujeres uruguayas es el cancer
de mama, con una incidencia del 71.46% y un 20.02% de mortalidad para el periodo
2011-2015 [15], [16] bajando a 60.3% y 17.5% en el 2018 su influencia y mortalidad
respectivamente [14]. Esto muestra un descenso tanto en la influencia como en los casos
de mortalidad por este cancer, pero continua siendo un tema muy importante para la
salud de los uruguayos, haciendo que sea de suma importancia tanto su prevencion

como su tratamiento.

Breast
Prostate
Colorectum
Lung
Cervix uteri
Kidney
Pancreas
Thyroid
Bladder

Incid
Non-Hodgkin lymphoma = Mn;wﬂzlr::

(1] 10 20 30 40 50 60

ASR (World) per 160000

Figura 5: Estimativo de incidencia y mortalidad segun los distintos tipos de cancer en Uruguay,

obtenido de la base de datos de la GCO-IARC [14].
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MUJERES INCIDENCIA MORTALIDAD

MAMA
COLO-RECTO
CUELLO DE UTERO
TIROIDES

PULMON

CUERPO DE UTERO
OVARIO
PANCREAS

RINON

LINFOMANO HODGKIN

40 60 80

Tasa ajustada por edad a la poblacién mundial
estandarexpresada en casos por 100.000

Figura 6: Estimativo de incidencia y mortalidad de mujeres en Uruguay en el periodo 2011-2015

[15], [16].

1.2. Tratamiento de cancer con radioterapia

1.2.1. Radioterapia como tratamiento de cancer

La radioterapia es el principal tratamiento y control para distintos tipos de cancer, sobre
todo aquellos tumores sélidos primarios o producidos por la metastasis de otros tumores,
extensiones tumorales microscépicas o en ganglios linfaticos regionales [17]. En muchos
casos no solo se utiliza como Unica herramienta, sino que se combina con otras
modalidades para mejorar el efecto del tratamiento. En base a su eficiencia como
tratamiento, la radioterapia es una herramienta sugerida como necesaria en el 50-60% de
todos los casos de cancer observados [18], [19], siendo esta estimacidon avalada por
célculos tedricos, donde el porcentaje de pacientes diagnosticados con cancer que
deberian recibir radioterapia como parte éptima de su tratamiento corresponde al 52,3%
[20]. En el caso de Uruguay, la radioterapia es la primera opcién de tratamiento para el
cancer de cabeza y cuello, cancer cervical, primeras etapas del cancer de prostata, y mas

del 60% de las primeras etapas del cancer de mama [21].

En el tratamiento por radioterapia el organismo afectado es directamente irradiado de
forma externa con radiacion que puede ser rayos X, rayos gamma, electrones, neutrones

o particulas cargadas [22]. Su efecto se basa en el dafio que se produce en moléculas
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del sistema bioldgico por causa de interaccién de la radiacidon con las mismas. Es posible
producir la muerte celular de dos maneras distintas dependiendo de si la radiacion
interacciona directa o indirectamente con objetivos celulares criticos. Cuando el dafio se
produce en forma directa, la radiacion interacciona con las moléculas que conforman las
células como son ADN, proteinas, lipidos de membrana, entre otras, causando su ruptura
y por ende la muerte celular. Entre todas estas moléculas, el blanco clave es el ADN,
considerandose su lesion el principal mecanismo de muerte celular [22]-[24]. Dado que
los organismos vivos contienen entre un 75 y 90% de agua, hay una gran probabilidad
que la radiacion interactue con ésta, produciendo electrones libres, radicales libres, como
H" y OH’, especies reactivas del agua, como H>O* y H3O*, y superdxidos como Oz. A
esta accion se le denomina dano indirecto de las radiaciones, que también produce la
muerte celular por la alta reactividad que poseen los compuestos generados. En la Figura
7 se muestra la diferencia entre el dano directo y dano indirecto de las radiaciones sobre

la molécula del ADN.

: e, e R
R a Dafo indirecto

= O, H,O ‘  hy

I
p‘S—T;R é\ H2O

v .
hv Daiio directo

Figura 7: llustracion de dafno directo e indirecto de la radiacién a la molécula de ADN.

Estos radicales libres, al ser altamente reactivos interaccionan con las moléculas de la

célula y desencadenan una cascada de eventos celulares, incluido estrés oxidativo, dano
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en la membrana celular, dafio en el ADN y produccion de citotoxicidad, que danan la

integridad celular, produciendo la muerte de la misma [22], [25]-[27].

1.2.2. Ventajas y desventajas del uso de la radioterapia

El objetivo de la radioterapia es eliminar las células cancerosas en el tumor, al tiempo que
limita el dano a los tejidos normales [17]. El tratamiento con radioterapia proporciona un
excelente control local del tumor, que no siempre se puede lograr con la cirugia, y
conserva la forma y funcion de los tejidos normales [18]. Al mismo tiempo, la radioterapia
es una modalidad de tratamiento local, evitando efectos sistémicos [23]. El efecto de la
radioterapia como tratamiento se debe al hecho que las células presentan mayor
sensibilidad a la radiaciéon cuando las mismas estan en estado de reproduccion [28]. Para
un mismo tejido, la mayor velocidad de reproduccion de las células tumorales determina
la mayor muerte de estas células frente a las sanas, pero aun asi la radioterapia no es un
método altamente selectivo, por lo tanto puede dafar las células de tejido sano
circundante al tumoral, a veces produciéndose heridas que demoran en sanar [22], [29].
Ademas, en el caso de aquellos tumores que estan localizados en zonas profundas del
cuerpo, donde la distancia a la fuente de radiacién es grande, el tejido neoplasico
absorbera una menor dosis, dado que parte de la radiacién se pierde por interacciéon de la
misma con el tejido sano interpuesto entre la fuente de radiacién y las células tumorales

[18], [29].

La reproduccion celular en células mamiferas se caracteriza por ser un conjunto de
etapas, en las cuales ocurren diferentes procesos que se repiten en cada generacion
celular. Por esta razén, el conjunto de estos procesos se denomina ciclo de divisién
celular, y el tiempo entre divisiones sucesivas se denomina tiempo de ciclo celular (Tc),
que es caracteristico de cada tejido. En la Figura 8 se presenta un esquema del ciclo
celular identificando las diferentes etapas del mismo: G1, S, G2 y M. La etapa G1 se
caracteriza por ser la mas larga, y se caracteriza por la alta produccion de proteinas y
ARN que permite a la célula aumentar de masa y sintetizar nuevos organelos. Si no se
cuenta con los nutrientes necesarios la célula entra en una etapa de no reproduccion

denominada GO. En la etapa S es donde se produce la replicacion del ADN, y la
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deteccién y reparaciéon de danos en la replicacion del mismo. La etapa G2 corresponde a
una segunda etapa de crecimiento, donde la célula sintetiza las proteinas necesarias
para la etapa de mitosis (M). En esta ultima etapa es donde la célula se divide en dos,

cada una de ellas con una réplica de ADN idéntica al ADN de la célula original. [22], [30]

Amount of DNA in
Nondividing cell nucleus is doubled
l DNA replication

S Phase

GO

Cell
Nucleus

Cell mass is
doubled

/

Mitosis

Cell division

Figura 8: Esquema de ciclo de division celular en células mamiferas (Imagen modificada de [30]).

Las diferencias en las etapas del ciclo de divisién celular determinan que la célula en
division presente diferente sensibilidad a la radiacion dependiendo de la etapa del ciclo
en el que esté en ese momento. Esto se puede observar al analizar las curvas de
supervivencia celular luego de ser irradiadas en diversas etapas del ciclo celular como se
muestra en la Figura 9. De esta Figura se desprende que las etapas mas radiosensibles
son las M y G2, donde estan ocurriendo varios arreglos cromosomicos, y por lo tanto las
células irradiadas en estas etapas no se lograran dividir. Esto genera indirectamente una
sincronizacién en el ciclo de division de todas las células, porque aquellas células que
sobreviven estan en etapas mas resistentes a la radiacion (S y G1), y por lo tanto las
siguientes reproducciones celulares se haran a partir de estas. Ademas, hay que tener en
cuenta que las células tienen mecanismos de reparacion intrinsecos, sobre todo en la

etapa S, donde se replica el ADN. [22]
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Figura 9: Curvas de supervivencia celular luego de ser irradiadas en diversas etapas del ciclo de
division celular, donde “ES” (del inglés early S) corresponde al inicio de la etapa S y “LS” (del
inglés late S) corresponde al final de la etapa S. La curva roja corresponde a un calculo de como

seria la etapa M si las células estuvieran bajo hipoxia [22].

Por lo tanto, en todos los casos la dosis de irradiacion total en un tejido dependera
mayormente del tipo de tejido tumoral irradiado, de la etapa de la enfermedad que el
individuo esté, del tamano del tumor y de la localizacion del mismo. La velocidad a la que
se desarrolla la respuesta a la radiacion por parte del tejido varia ampliamente de un
tejido a otro y, a menudo, depende de la dosis de radiaciéon que reciba el mismo. Esto
posibilita que las células desarrollen resistencia a la radiacién que aumenta a lo largo de

las sesiones [22]-[25], [28], [29], [31], [32].

1.2.3. Principales mejoras en el tratamiento con radioterapia

Todo lo desarrollado anteriormente pone en manifiesto que el tratamiento utilizando
radiacion ionizante se tiene que hacer bajo ciertos cuidados, sobre todo teniendo
presente la limitada tolerancia tisular normal a la radiacién. Una forma de limitar el dafo
es reducir la dosis de radiacion y/o el volumen irradiado [17]. En muchos casos, para

disminuir las lesiones en los tejidos sanos se utiliza el fraccionamiento de la dosis total en
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el tejido tumoral. Esto significa la aplicacion de bajas dosis de radiacion
(convencionalmente de 1.8 — 2Gy) por sesion durante un periodo extenso de tiempo,
separando cada sesion por un intervalo de tiempo que permita no daiar el tejido normal,

pero sin que se repare el dafio ya producido al tejido tumoral [23], [29].

Por otro lado, los avances tecnolégicos han ayudado a mejorar el tratamiento,
principalmente por el aumento en la precisibn de la dosis administrada y por las
herramientas de imagenes. La utilizacion de aceleradores médicos lineales y la
combinacion con algunas de las modalidades de imagenes, como puede ser resonancia
magnética nuclear (NMR), tomografia computarizada (CT) y/o tomografia de emisién de
positrones (PET), permite seleccionar con gran exactitud la dosis a suministrar y focalizar

la misma en volumenes pequefios de un tejido especifico [17], [22], [29], [31], [33].

Pese al gran control de la dosis de la radiacion obtenida con el fraccionamiento y los
avances tecnologicos, se continua teniendo una gran variedad obstaculos como son las
células madre del cancer, la heterogeneidad del tumor, la angiogénesis, la
vasculogénesis, la radiorresistencia del tumor o la eliminacién de danos a tejidos sanos,
que contindan dificultando la aplicacién del tratamiento [17], [29], [32], [34], [35]. Por esta
razon, se ha estudiado el tratamiento de modalidad combinada de la radioterapia con
varios desarrollos en radiobiologia, como el empleo de biomarcadores, radioprotectores o
radiosensibilizadores que conducen a mejoras en las tasas de control de tumores y la
reduccién de la mortalidad celular. En particular, el desarrollo de biomarcadores permite
predecir, evaluar y gestionar la capacidad de respuesta a terapias especificas. En el caso
de los radioprotectores, permiten el aumento de la resistencia del tejido normal y asi
reducir su tasa de mortalidad. Por otro lado los radiosensibilizadores son agentes que

aumentan la sensibilidad de los tumores a la radiacion ionizante. [17], [29], [35].
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1.3. Radiosensibilizadores

1.3.1. Generalidades de los radiosensibilizadores

Como ya se menciond, una posible estrategia para combatir los obstaculos de la
radioterapia, es la utilizacion de radiosensibilizadores. Los mismos son agentes que
tienen la habilidad de incrementar la susceptibilidad al dafio por exposicion a la radiacion
del tejido tumoral, diferenciandolo del tejido normal. Su utilizacion brinda la posibilidad de
aumentar focalmente la dosis suministrada en las células tumorales por la fuente de
radiaciéon, sin necesidad de aumentar la dosis externa de la fuente, permitiendo asi

disminuir los efectos de la radiacion en el tejido sano que rodea al tumor [34], [36].

Los radiosensibilizadores son moléculas o materiales que interaccionan con la radiacion
ionizante, que pueden ser clasificados como moléculas pequefias, macromoléculas y
nanomateriales [34], [37], [38]. Los radiosensibilizadores moleculares son mayormente
farmacos que pueden producir danos por diferentes mecanismos. Uno de estos
mecanismos es la fijacion del dano que la radiacién causa en el ADN utilizando la gran
afinidad electronica que presentan. Ejemplo de estos compuestos son el oxigeno
molecular [39], el peroxido de hidrégeno [40], la nicotina [41] y el clofibrato [42] donde su
grupo electréfilo es el oxo, y el misonidazol [43], el nimorazol [44] y el dinitroazetideno
[45] cuyo grupo electrofilo es el nitro. Otro mecanismo es la utilizacion de agentes
bioreductivos especificos de células hipdxicas, como puede ser la tirapazimina [46] o la
AQ4N [47] que se reducen a metabolitos citotoxicos. Otro camino util para
radiosensibilizar con pequefias moléculas es la utilizacion de pseudosubstratos que
tienen influencia en la sefalizacion celular y en la eliminacion de sustancias
radioprotectoras celulares. Estos compuestos van desde la utilizacion de analogos
halogenados de las timinas que componen el ADN (por ejemplo bomodeoxiuridina,
iododeoxiuridina o gemcitabina [38], [48]) a compuestos que inhiben la biosintesis de

tioles, por ejemplo con L-S-butionina sulfoximina [49].

Dados los multiples objetivos en los cuales se puede actuar para regular la
radiosensibilidad de las células, surgié el interés por las macromoléculas, las cuales

poseen mayor especificidad que las moléculas simples [34], [50]. Las macromoléculas de
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mayor interés son el microARN, las proteinas y los péptidos. Las mismas permiten
controlar la radiosensibilidad a nivel pre-translacion, utilizando por ejemplo miR-205 [51] o
microARN-34a [52] o inhibiendo la reparacién del ADN, como cuando se utiliza el
anticuerpo Sym004 [53]. Ademas permiten regular la expresion de genes con
oligonucledtidos como el PS-ASODN [54] o con siARN, que interfieren en la expresion de
genes especificos con los cuales se une complementariamente y permite asi la

degradacion del ARN mensajero luego de la transcripcion [55].

Pese a que las macromoléculas presentan mayor especificidad que las moléculas
pequenas, y solucionan asi algunos efectos de vectorizacion que éstas presentan, aun
hay obstaculos en la utilizacion de pequefias y macro-moléculas como
radiosensibilizadores debido a que muchas de ellas presentan impactos negativos
locoregionales 0 muchas veces en zonas no blanco, como pueden ser en el sistema

nervioso o a nivel cardiaco [34], [50].

Las nanoparticulas surgieron recientemente como una nueva categoria de
radiosensibilizadores por dos razones. Una de ellas es por su tamafo nanométrico (en el
orden de 10° m), que le confiere propiedades fisicoquimicas especificas, diferentes a las
que experimenta el compuesto que conforma la nanoparticula a nivel molecular o a nivel
bulk, y que influyen en su farmacocinética, biodisponibilidad, biodistribucion, asi como en
la focalizacion y el suministro intracelular. La otra razén fue debido a su composicion
quimica. Las nanoparticulas que se desea utilizar como radiosensibilizadores estan
compuestas mayormente por elementos inorganicos, que tienen un alto niumero atémico
(Z). La elecciéon de particulas compuestas por elementos pesados se debe a la gran
absorcion de la radiacién X y gamma que estos materiales presentan. Esto se observo en
primera instancia con moléculas destinadas a ser utilizadas como radiosensibilizadores
que contenian iodo en su estructura [34], [56]. Al comparar los resultados obtenidos
observaron que el uso de iodo permitia aumentar la radiosensibilizacion de las células
debido a su mayor Z, comparandolo con el de las moléculas que conforman la célula.
Esta idea luego se traslad6 a las nanoparticulas surgiendo asi distintos estudios que
muestran que las mismas presentan propiedades adecuadas para esta aplicacion [35],
[36], [57], [58]. Los primeros estudios se enfocaron en nanoparticulas de oro (Au),

basados en la baja toxicidad y reactividad que el material en bulk presenta [58]-[60]. Sin
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embargo, estudios de toxicidad demostraron que el Au nanométrico puede presentar
toxicidad dependiendo de su forma, tamafo y linea tumoral ensayada [57], [61]. Estos
estudios abrieron el camino a la utilizacion de nanoparticulas de otros metales, como
plata (Ag), platino (Pt) y gadolinio (Gd) [35], [36], [62]. Posteriormente surgio el interés por
estudiar nanoparticulas de semiconductores para aprovechar al maximo las propiedades
que los mismos presentan al interaccionar con la radiaciéon, especialmente por sus
propiedades fotocataliticas. Asi es como se ha estudiado el empleo de quantum dots y
oxidos y sulfuros metalicos como por ejemplo ZnS, CaF, LaF o ZnO [63], TiO, [64], HfO»
[65] y FesO4 [66].

El aumento de la susceptibilidad de la radiacién empleando materiales de alto Z se debe
a que los mismos tienen un alto coeficiente de absorcion de la radiacion, lo que genera
que absorban la radiacién en mayor medida que el resto de las moléculas presentes en el
tejido celular. La interaccion de la radiacion con estos materiales se puede dar por tres
caminos distintos, y es dependiente de la energia de la radiacién incidente. A bajas
energias se da mayormente lo que se conoce como efecto fotoeléctrico, donde un
electron es expulsado de las capas mas internas del atomo con una energia cinética igual
a la diferencia de energia del haz incidente y de la energia de ligadura del electréon al
nivel electronico del cual es expulsado. La probabilidad que ocurra el efecto fotoeléctrico
es proporcional a (Z/E)3, donde Z es el numero atomico del material sobre el que incide la
radiacion y E la energia de la misma. A energias intermedias se da mayormente la
dispersiéon Compton, donde el fotén interacciona con electrones débilmente ligados al
atomo, brindandole parte de su energia cinética (que puede variar entre 0 y 80%), y
desviandose de su trayectoria original. Esto da como resultado la produccién de un
electrén rapido y un foton de energia reducida, que puede continuar interaccionando con
otros atomos. En el caso de la dispersion Compton, la probabilidad del fendmeno
depende de la cantidad de electrones disponibles para la interaccién, siendo la misma
linealmente con el numero atdomico del material. Para energias por encima de 1.02 MeV,
el efecto que empieza a tomar importancia es la produccion de pares. En este caso, la
interaccion de la radiacion genera un par electron-positron con una probabilidad
dependiente de Z2. Como resultado de la interaccion de la radiacion con el material se

puede observar la presencia de fotoelectrones, electrones secundarios, electrones Auger
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y fluorescencia, en un rango de distancia corto, lo que permite una liberacion localizada
de energia por unidad de masa, y por lo tanto un aumento considerable del efecto de la
radiacién donde el sensibilizador esta presente, debido a la mayor generacion de dafo

directo e indirecto sobre las moléculas bioldgicas.[22], [56]-[58], [67]-[69]

1.3.2. Radiosensibilizadores nanoestructurados

Las nanoparticulas como radiosensibilizadores surgieron buscando disminuir los
problemas de toxicidad, que muchas de las moléculas pequefas y las macromoléculas
presentan [34]. Los nanomateriales pueden presentar multiples morfologias, pero su
definicién implica que por lo menos una de sus dimensiones sea menor a 100 nm [57].
Esto permite que las nanoparticulas sean adecuadas para su utilizacion en medicina,
especialmente para terapia de cancer, donde el crecimiento acelerado de las células
tumorales produce un rapido incremento de la vasculatura regional. Este aumento
acelerado produce discontinuidades en el endotelio, que genera huecos del orden de los
100 - 200 nm, cuando en una vasculatura normal los mismos son de aproximadamente
10 nm [57], [70], [71]. A diferencia de los radiosensibilizadores moleculares, que pueden
permear la vasculatura y alojarse en distintos tejidos, las nanoparticulas permeabilizan
selectivamente en los tejidos tumorales debido a las discontinuidades cercanas al tejido
cancerigeno. Ademas, teniendo en cuenta la disfuncionalidad del sistema linfatico en la
zona del tumor, que no permite una correcta circulacion de fluido, la eliminacion de las
particulas del espacio intersticial se ve enlentecida. El conjunto de estos dos fenémenos
se conoce como efecto de aumento de la permeabilidad y retencién (EPR, del inglés

Enhanced Permeability and Retention effect) [34], [70], [71].

El disefar las nanoparticulas para su utilizacion como radiosensibilizador, implica el
estrecho control de su tamafio y de la capa de ligando que la recubra. El control del
tamano se realiza debido a dos razones. En primer lugar, si las nanoparticulas presentan
un tamano menor a 5 nm, pueden ser eliminadas rapidamente por via renal, sin llegar a
cumplir su funcién. En el otro extremo, el tamano mayor de las nanoparticulas esta
limitada por los poros de la vasculatura, pero a mayor tamafo de nanoparticula mayor es

la probabilidad de que sea fagocitada por macrofagos y que sean eliminadas por via
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hepatobiliar rapidamente [72]. Por otro lado, cuando las nanoparticulas entran al torrente
sanguineo interaccionan con los componentes que conforman la sangre y forman lo que
se denomina la biocorona. Esta biocorona es un arreglo de moléculas biologicas estable
alrededor de la particula, que estd conformada principalmente por proteinas, pero
también puede contener azucares, acidos nucleidos y lipidos, y que asegura la llegada de
las nanoparticulas al sitio de interés [72], [75], [76]. Como las nanoparticulas utilizadas
como radiosensibilizadores son en su mayoria compuestos inorganicos de alto Z, son
facilmente reconocibles como cuerpos extrafios para los macrofagos [72], [73]. En este
punto es donde tiene gran influencia la capa de ligandos que recubre las nanoparticulas
que debe cumplir la funcién de proteger las mismas de los macrofagos. Para ello se
utilizan polimeros biocompatibles, como por ejemplo el polietilenglicol (PEG) o la
polivinilpirrolidona (PVP), entre otros [74], que al interaccionar con los componentes de la
sangre, se forma una biocorona que ayuda a las nanoparticulas encontrar el sitio blanco,
y que las mismas pueden ser fagocitadas por las células tumorales via endocitosis
pasiva, donde permanecen para cumplir su funcion, y luego de la muerte celular pueden

ser eliminadas [70], [72].

1.4. Sulfuro de Bismuto (Bi>S3)

1.4.1. Propiedades y generalidades del Bi,S;

El sulfuro de bismuto (Bi>S3) pertenece al grupo de calcogenuros de metales A>VB3V!
(donde A puede ser: As, Sb, Bi, y B: S, Se, Te) [77]. Es un semiconductor directo, tipo n,
que presenta en bulk un band gap de 1.3 eV [78].

Su estructura cristalina es ortorréombica (grupo espacial: Pbnm, Figura 10), como todos

los compuestos de su familia [79], y forma mayormente compuestos laminares [80], [81].
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Figura 10: Estructura cristalina del Bi-Ss, donde se observan las cadenas a lo largo del eje ¢[82].

Esto genera que la mayoria de las nanoparticulas obtenidas de este compuesto tengan
morfologia del tipo 1-D, como varillas [80], tubos [83], cintas [84], cables [79], flores [85],
entre otros [81]. Por lo general este crecimiento se da en el eje cristalografico c,
obteniendo por lo tanto que la direccion de la familia de planos cristalograficos [0 O ]

queden paralela al lado de mayor dimensién de las estructuras [77], [79]-[81].

Los métodos de sintesis de nanoparticulas de Bi,Ss varian, habiéndose reportado
sintesis por el método solvotérmico [86], hidrotérmico [87], en solucidon [83], [88], con
microondas [89], etc. Las nanoparticulas de Bi»Ss presentan propiedades eléctricas,
térmicas y optoelectronicas muy interesantes, por lo que sus posibles aplicaciones
incluyen su utilizacion en dispositivos fotovoltaicos, termoeléctricos, fotocatalitisis, de

deteccién de radiacioén X, entre otros [84], [85], [88]-[91].

El BixSs es particularmente interesante debido a su alto coeficiente de absorcion a la
radiacion X y gamma fundamentalmente (5.74 cm?/kg a 100kV [92]). Este alto coeficiente
se debe a la presencia del Bi (Z=83) en su férmula, resultando en una alta seccion eficaz
para la absorcion de la radiacion de baja energia, donde se presenta preferencialmente el
efecto fotoeléctrico. Ademas tiene una alta densidad de electrones, o que aumenta la

probabilidad de dispersion de Compton, que involucra a los electrones de la capa externa
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[93]. Todo esto permite que las nanoparticulas de Bi»Sz sean estudiadas también para ser

utilizadas como agente de contraste o radiosensibilizador.

1.4.2. Usos del Bi,S3 en medicina

A pesar de su alto numero atémico, el bismuto presenta una baja toxicidad, lo que hace
de este metal un buen candidato para ser empleado en medicina, ademas de ser un
elemento de bajo costo, comparado con los demas metales pesados [94], [95]. Las
formulaciones farmacéuticas que contienen bismuto comprenden usos para desordenes
estomacales [96], [97], erradicacion de Helicobacter pylori en ulceras pépticas [98]-[100],

sifilis, tumores [101] y la reduccion de la toxicidad renal inducida por cisplatino [102].

Las aplicaciones en medicina de nanoparticulas de Bi,S3, que se han estudiado son en su
mayoria como agentes de contraste para imagenologia [103]-{107] y mas recientemente
se han realizado los primeros estudios para su utilizacion como radiosensibilizador [92],
[93], [108]-[114]. En estos trabajos se ha reportado que el Bi,S; presenta una baja
toxicidad, obteniéndose por ejemplo una dosis letal 50 (LD50) de 100 mM en macréfagos
y 114 mM en células hepaticas [104], pero dichos estudios de toxicidad se han realizado
solamente en cultivos celulares, no habiendo hasta el momento otros estudios para
nanoparticulas de Bi;Ss. Si se conocen estudios realizados para el Bi metalico y algunos
otros compuestos de bismuto. Para los mismos los valores de LC50 rondan en 221
mg/Kg para el bismuto (oral, humano), 22000 mg/Kg para el oxicloruro de bismuto (oral,
rata), 484 mg/Kg para el trimetilbismuto (oral, conejo) y 11 mg/Kg para el trimetilbismuto

(intravenoso, conejo) [95].
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2- Objetivo de la Maestria

Debido a las caracteristicas y antecedentes de los compuestos de bismuto, y en especial
del Bi»S3, esta tesis de Maestria, se centrd en el estudio de la utilizacion del Bi.Ss como
potencial radiosensibilizador, sobre todo por sus propiedades de absorcidon de radiacion X
y gamma. Como esta aplicacién involucra la utilizacién de nanoparticulas biocompatibles,
se estudio la obtencion de las mismas mediante dos métodos de sintesis que incluyen
una o varias etapas de reaccidon. Para determinar si las nanoparticulas obtenidas eran
adecuadas para la aplicacion final se realizaron estudios de suspension de las mismas en
diferentes medios, sobretodo bioldgicos, se estudio la citotoxicidad y toxicidad aguda de
las misma, y por ultimo se realizaron ensayos in vitro paraevaluar la diferencia que
presentaba la viabilidad celular al irradiar las células con y sin presencia de

nanoparticulas en el momento de la irradiacion.
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3- Parte Experimental

3.1. Reactivos

Para las sintesis de nanoparticulas se utilizd como fuente de bismuto neodecanoato de
bismuto (Bi(Neo)s) marca Aldrich de pureza 99% y cloruro de bismuto (BiClz) Merck de
pureza > 98%. Como fuente de azufre se utilizaron tiourea (SC(NH.)2) grado para analisis
marca Synth y azufre sélido (S) Aldrich de grado reactivo de tamafno de particula de 100
mesh. Los ligandos utilizados fueron acido oleico Aldrich de 90% de pureza, oleilamina
(OLA) Aldrich de pureza >98%, polivinilpirrolidona (PVP) Sigma Aldrich de peso molecular
medio de 10000 g/mol y polietilenglicol (PEG) Aldrich de peso molecular medio de 400
g/mol. Los solventes utilizados fueron: octadeceno (ODE) Aldrich de 90% de pureza,
etanol absoluto anhidro (EtOH) y acetato de etilo (AcOEt) para analisis de Carlo Erba, y
Tolueno y acido clorhidrico (HCI) para analisis Dorwil. Para la suspension de las
nanoparticulas en los ensayos de estabilidad y ecotoxicidad se utilizé goma Xantana para
analisis.

Los ensayos de citotoxicidad y sensibilizacion se realizaron con la linea tumoral de
adenocarcinoma humano adherente MCF7 - ATCC® HTB-22TM. El medio de cultivo
empleado fue Dulbecco Modified Eagle Medium con alto contenido de glucosa (DMEM)
PanReac AppliChem Reactivos ITW, suplementado con suero fetal bobino (SFB) Gibco-
TermoFisher Scientific, penicilina 100 U mL-' Sigma Aldrich y estrectomicina 100 ug mL-"
Sigma Aldrich. Las incubaciones se realizaron en frascos de cultivo de tejidos T75, placas
de cultivo celular de 6 well y placas individuales Greiner bio-one, y en placas de 96 well
Nest. Para la lectura de los resultados se utilizé buffer fosfato salino (PBS) INC
Biomedicals 9.6 g/L, Tripsina-EDTA de Sigma Aldrich 2.5 g/L, dimetilsulfoxido (DMSQ)
Synth, Trypan Blue 04 % GibcoBRL y Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) Sigma 1 mg/mL.
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3.2. Equipamiento utilizado

3.2.1. Caracterizacion de Nanoparticulas

La identidad de las nanoparticulas se comprobd por medio de difraccion de rayos X de
polvo (XRD) utilizando un difractémetro PANalytical Empyrean diffractometer, a
temperatura ambiente, con una radiacién de Cu(Ka) (A=1.5418 A), perteneciente al
Centro Universitario Regional del Este-Udelar, y un Rigaku Ultima IV diffractometer, a
temperatura ambiente, con una radiacién de Cu(Ka) (A=1.5418 A), perteneciente al
Cadifrax-Facultad de Quimica-Udelar, ambos en configuracion Bragg-Brentano.
Asimismo, se realizd microscopia Raman confocal a la muestra en polvo, en un equipo

WiTecAlpha 300R con laser de 532 nm, perteneciente al Polo Tecnologico de Pando.

La presencia de ligandos en las nanoparticulas se determind en un Espectrofotémetro
Infrarrojo de Transformada de Fourier (IR) Shimadzu IRPrestige-21 usando un accesorio
DiffuslR Pike Technology para reflectancia difusa de la Facultad de Quimica-Udelar,
empleando bromuro de potasio (KBr, > 99%) como blanco, y la muestra en polvo sin
prensar. Ademas, se evalud la cantidad de ligando y los eventos térmicos implicados en
su descomposicion por medio de analisis térmico diferencial y termogravimetria utilizando
un analizador térmico simultaneo STA/TG-DSC, Nesztch STA F5, en crisol de alumina,
flujo de 10 mL/cm3 y atmdsfera de nitrégeno, del Centro Universitario Regional del Este-

Udelar.

La morfologia y tamano de las nanoparticulas se observaron en un microscopio
electronico de transmision de alta resolucion (HR-TEM) JEOL 2100 de 200 kV, el cual
cuenta con un accesorio de espectroscopia de dispersion de energia (EDS Oxford X-MAX
65T), perteneciente al Centro Universitario Regional del Este-Udelar. La preparacion de la
muestra se realizd por drop casting, utilizando una suspension de nanoparticulas en
EtOH absoluto y grilla de cobre con film de carbono. El procesamiento de las imagenes

obtenidas se realizé empleando el programa ImagedJ 1.51w [115].

El analisis de dispersion dinamica de luz (Dynamic light scattering, DLS) y el potencial
zeta (zeta potential, Z) para determinar el radio dinamico de las nanoparticulas y su

potencial superficial se realizé utilizando un equipo Zetasizer Nano-ZS de Malvern
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Instruments, perteneciente al Grupo de Nanomateriales y Nanotoxicologia (GNano) del

Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC), Universidad de Sao Paulo (USP).

Las caracterizaciones espectrofotométricas UV-Vis se realizaron por medio de dos
equipos. Los espectros de las suspensiones de nanoparticulas fueron obtenidos
utilizando un equipo UV-Vis Genesys 10S con lampara de Xe, con paso de 0.2 nm a
velocidad media. Las suspensiones fueron sonicadas utilizando un bafo de ultrasonido
Wisd WUC-AO2H. Los espectros de las nanoparticulas en sélido se realizaron en un
Shimadzu UV 2600 con accesorio de esfera integradora, utilizando como blanco

Spectralon. Todos estos equipos pertenecen a la Facultad de Quimica-Udelar.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software RStudio [116].

3.2.2. Lectura de viabilidad celular, irradiacion de cultivos y caracterizacion de

clodéceros

Cuando las suspensiones de nanoparticulas para los ensayos celulares fueron sonicadas
con sonicador de sonda, se utilizé un sonicador QSonica Q500 con una frecuencia de 20

KHz.

La lectura de viabilidad celular por ensayo con MTT se realizé en un espectrofotémetro
con lector de placa SpectraMax M3, perteneciente al GNano-IFSC-USP, utilizando una

longitud de onda de 530 nm.

El conteo celular utilizando Trypan Blue a 0.2 % se realiz6 en un Cellometer Automated
Cell Counting K2 de Nexcelom del Area de Inmunologia de la Facultad de Quimica,
instalado en el Instituto de Higiene, empleando una dilucién a la mitad con Trypan Blue y

analizando la diferencia de brillo de la muestra.

La irradiacion de los cultivos celulares se realizé empleando un Irradidor Gamma cell 220
Excel, perteneciente al Instituto Nacional de Donacién y Trasplante del Ministerio de

Salud Publica.

Las imagenes de los clodéceros en agua de cultivo del ensayo de ecotoxicologia se

tomaron en un microscopio 6éptico polarizado Nikon Elipse 50i con una camara Nikon DS-
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Ri1, con un aumento de 4x, perteneciente al GNano-IFSC-USP.

3.3. Sintesis de Nanoparticulas

En esta tesis se busco la obtencién de nanoparticulas de Bi,Ss recubiertas con ligandos
biocompatibles, para una mejor distribucion de tamanos de las mismas en medios
biolégicos. Para ello, se realizaron sintesis de nanoparticulas mediante dos métodos, el
método “hot injection” y el método hidrotérmico. El primero consté de una sintesis en
solucion en medio organico, que incluyé dos pasos: la sintesis de las nanoparticulas
propiamente dicha y el cambio de ligando que rodea las particulas. El segundo implicé un
solo paso donde las nanoparticulas obtenidas ya fueron sintetizadas con el ligando

biocompatible deseado.

3.3.1. Sintesis de nanoparticulas por el método hidrotérmico

Las sintesis de nanoparticulas de Bi:Ss por el método hidrotérmico se realizaron
empleando dos soluciones, denominadas precursor de bismuto y precursor de azufre. En
la Figura 11 se presenta un esquema de las sintesis y en la Tabla 1 se especifican las

condiciones variadas en cada una de ellas.

Precursor de

Bismuto Goteo de Precursor de

) Azufre en Precursor de
+ BiCl Bismuto i
+ PVPo PEG

* HCI P
* Agua k ...‘ 7
~ N N = ; 10 min N
v Y

v Gerirfugado ¥/

ﬁ ° 2 y Lavado
-

Precursor de 4 b

fetie Autoclave b
+ Tiourea *+ 46hs

* H0 + 180°C

Figura 11: Esquema de sintesis de nanoparticulas de Bi2Ss por el método hidrotérmico.
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Esta sintesis se realizé tomando como referencia el trabajo de E. Hua, efal. [117], con el
cambio sustancial del agregado de acido clorhidrico en el precursor de bismuto. Esto se
realizé debido a que los iones cloruro en medio acido permiten la formacién de complejos
estables que mejoran la solubilidad de la fuente de bismuto (cloruro de bismuto -BiCls)

[118]-[120].

En una sintesis tipica, el precursor de bismuto se obtuvo de la mezcla de BiCls y PVP o
PEG-400 en 12.5 mL de agua y HCI. El precursor de azufre consistié en una solucién
SC(NHz)2 en 7.5 mL de agua, que fue agregado gota a gota al precursor de bismuto. La
mezcla de soluciones se colocé en un contenedor de teflon de 30 mL, para ser luego
introducido en un autoclave de acero inoxidable, donde se dejé reaccionar durante 4-6 h
a 180 °C. Pasado este tiempo y llegado a temperatura ambiente, las nanoparticulas
obtenidas fueron separadas por medio de centrifugacion durante 10 min a una velocidad
de 8875 g. Después de la separacién, las nanoparticulas fueron lavadas tres veces

empleando EtOH y centrifugando, para luego ser secadas en estufa a 60 °C.

[BiCls] [SC(NH2)2] [PVP] [PEG] Tiempo
Sintesis HCI (M) Solvente

(mM) (mM) (mM)  (mM) (h)
H_Np1 128,0 427.,0 4,0 - 3 H20 6
H_Np2 64,0 213,0 4,0 - 3 H20 6
H_Np3  128,0 427,0 - - 3 H20 6
H_Np4 128,0 427,0 - 4,0 3 H.0 6
H_Np5 128,0 427,0 - 40,0 3 H20 6
H_Np6  128,0 427,0 - 80,0 3 H20 6
H_Np7 128,0 427.,0 - 40,0 3 H.0 4
H_Np8 128,0 427,0 - 60,0 3 H20 4

Tabla 1: Condiciones de sintesis utilizadas para obtencién de nanoparticulas por el método

Hidrotérmico.
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3.3.2. Sintesis de nanoparticulas por el método “hot injection” en medio organico

3.3.2.1. Sintesis de nanoparticulas por el método ‘hot injection”

Para las sintesis por este método se tomaron como referencia los trabajos realizados por
M. Ibanez, ef al. [88] y K. Ai, ef al. [103], adaptando las condiciones para nuestro
proposito. Como se ilustra en la Figura 12, las sintesis de nanoparticulas de Bi,S3 por el
método “hot injection” se realizaron por medio de la mezcla de dos soluciones,

denominadas precursor de bismuto y precursor de azufre.

Precipitado y |
Precursor de 40 seg Centrifugado ‘

Azufre Inyectado
* Azufre 5 min

+ OLA
» Octadeceno
« Temperatura ambiente

Figura 12: Esquema de sintesis de nanoparticulas de Bi2Ss por método “hot injection” en medio

Precursor de Bismuto
* Bi(Neo);
« AO
« Octadeceno
« 180°C

organico.

El precursor de bismuto se obtuvo a partir de neodecanoato de bismuto (Bi(Neo)s) y 5 mL
de acido oleico (AO) en 20 mL de octadeceno (ODE). Esta mezcla fue calentada en
atmosfera inerte a 180 °C. El precursor de azufre, que consisti6 en una mezcla a
temperatura ambiente de azufre (S) y 2.5 mL de oleilamina (OLA) en 10 mL de ODE, fue
inyectado al precursor de bismuto, dejandose reaccionar durante 40 segundos. Pasado
este tiempo, las sintesis fueron detenidas utilizando 70 mL de tolueno enfriado a4 °C y

aire comprimido. Las condiciones variadas en cada sintesis se especifican en la Tabla 2.
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Sintesis [Bi(Neo)s] (mM) Bi:S Escala
S_Np1 10 1:5 x 1
S_Np2 10 1:1 x 1
S_Np3 61 1:5 x 1
S_Np4 82 1:5 x1
S_Np1_x10 10 1:5 x 10

Tabla 2: Condiciones de sintesis utilizadas para obtencion de nanoparticulas por el método “hot

injection”.

La separacion de las nanoparticulas obtenidas de la solucidon se realizd6 mediante
precipitacion y centrifugado. Para la precipitacion se utilizé una mezcla 1:1 de acetato de
etilo y etanol absoluto (AcOEt:EtOH), empleando un volumen igual al volumen total de
reaccion. Las centrifugaciones se realizaron durante 5 minutos a una velocidad de 18520
g. Después de la separacion, las nanoparticulas fueron lavadas dos veces empleando

AcOELt:EtOH 1:1 y centrifugado, para luego ser secadas en estufa a 40 °C.

3.3.2.2. Cambio de ligando

En la siguiente etapa de sintesis se realizo el intercambio de los ligandos apolares de
cadena alifatica, que contenian las nanoparticulas obtenidas segun lo descripto en el
punto 3.3.2.1., por un compuesto polar, la polivinilpirrolidona (PVP). Para realizar este
cambio se tomd como punto de partida el trabajo de M. Algethami, ef al. [93], cambiando
algunos pasos del procedimiento. EI cambio de ligando consistié en el reflujo a 130°C
(con excepcidon de la muestra Np1_s/r) de una suspension 5 mM de nanoparticulas y 17.5
mM de PVP en una mezcla de acetato de etilo y etanol (AcOEt:EtOH 2:1), durante un
tiempo determinado. Pasado este tiempo, la suspensién se enfri6 con AcOEt a 4 °C,
utilizando un volumen igual al volumen de reaccion, y aire comprimido. En la Tabla 3 se
especifican las condiciones de intercambio utilizadas, incluyendo la nueva codificacion de

las muestras luego de realizar esta ultima etapa.
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Cambio de Ligando Muestra Tiempo (h) Reflujo
S_Np1_s/r S_Np1 4 X
S_Np1_c/r 4 S_Np1 4 v
S_Np1_c/r_12 S_Np1 12 v
S_Np1_x10_c/r_4 S_Np1_x10 4 v

Tabla 3: Condiciones de sintesis utilizadas para el paso de Cambio de Ligando.

La separacién de las nanoparticulas luego del cambio de ligando se realizé mediante
precipitacion y centrifugado. Para la precipitacion se utilizd con una mezcla 1:1 de
AcOEt:EtOH. Las centrifugaciones se realizaron durante 5 minutos a una velocidad de
18520 g. Después de la separacion, las nanoparticulas fueron lavadas empleando EtOH

y centrifugado, para luego ser secadas en estufa a 40 °C.

3.4. Estudios de estabilidad de nanoparticulas en distintos medios

Con este analisis se buscé estudiar si las nanoparticulas de Bi;Ss se disolvian en los
posibles medios donde las mismas se incorporarian para su aplicacion final, y la
examinacion de la estabilidad que presentaban las suspensiones. Los estudios de
solubilidad y estabilidad se realizaron con la muestra obtenida por el método “hot-
injection” S_Np1_x10_c/r_4, utilizando un ensayo de turbidimetria, donde se observa el
cambio de la concentracion de las nanoparticulas suspendidas al correr del tiempo [121],
[122]. Este cambio de concentracion se determina a partir de los cambios observados en
los espectros de transmisiéon UV-Vis de las suspensiones de nanoparticulas en diferentes
medios obtenidos cada 15 minutos, empleando como blanco los solventes de
suspension. Para convertir la medida de absorbancia obtenida en los espectros a
concentracién se realizoé una curva de calibracién, empleando concentraciones conocidas
de nanoparticulas en el rango de 5 a 500 pg/mL, a una longitud de onda de 650 nm, en la

cual ninguno de los medios empleados presentaban absorcién.

Isabel Galain

38



Tesis de Maestria en Quimica — Facultad de Quimica

Los medios utilizados fueron agua miliQ (con y sin agregado de goma Xantana), medio
de cultivo Dulbecco Modified Eagle Medium con alto contenidos de glucosa (DMEM, con
y sin agregado de suero fetal bobino), suero fetal bobino (SFB) y plasma sanguineo. Las
concentraciones testeadas variaron de acuerdo a los ensayos realizados. Para los
ensayos de solubilidad se utilizd6 una concentracion de nanoparticulas de 100 pg/mL, y
las medidas se realizaron con previo sonicado de las suspensiones de nanoparticulas.
Para los ensayos de estabilidad la concentracién varié entre 5y 100 pg/mL y las medidas

se realizaron sin previo sonicado de las suspensiones de nanoparticulas.

3.5. Estudios Celulares

Los estudios celulares se realizaron con la linea de células humanas de adenocarcinoma
mamario (MCF7). La incubacion de las células se realiz6 en estufa a 37 °C, bajo
atmosfera con 5 % de CO,, en medio de cultivo con alto contenido de glucosa DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1% de penicilina 100 U/mL y 1% de
estreptomicina 100 pg/mL (denominado medio completo). Los estudios celulares se
realizaron con dos fines: evaluar la citotoxicidad de las nanoparticulas y su aplicacion

como radio-sensibilizador.

3.5.1. Estudios de Citotoxicidad

La evaluacion de la citotoxicidad de las nanoparticulas se realizé utilizando dos ensayos
colorimétricos: tincién con MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) y

tincion con Trypan Blue.

3.5.1.1. Ensayo colorimétrico con MTT

El MTT es una sal que se reduce metabdlicamente a cristales de formazan (cristales
azules) por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, reflejando asi la actividad
de células vivas, por lo tanto es utilizado como indicador de viabilidad de las células

cultivadas. En este ensayo, se incubo en placa de 96 pozos de fondo plano 1x104 células
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MCF7/pozo en un volumen de 100 pL, durante 48 h. Pasado dicho tiempo, se retird el
medio de cultivo y se adiciond una suspension de nanoparticulas en medio de cultivo
DMEM (S_Np1_x10_c/r_4) con una concentracion de 5, 20, 40, 60, 80 o 100 uyg/mL, sin
lavado realizar un lavado entremedio. Por cada condicion se realizé tres réplicas por cada
condicion y dejando un blanco sin adicion de nanoparticulas. El cultivo se continuo
incubando durante 6 y 24 horas y luego se procedio a la lectura con MTT. Para ello, las
células vivas adheridas a la placa fueron incubadas con una solucién de MTT (1.0
mg/mL) durante 4 h, incubando ademas células con DMSO (Dimetilsulféxido) como
control negativo del ensayo (lisis maxima). Inmediatamente, el sobrenadante fue
removido y los cristales de formazan formados en el interior de las células en actividad
fueron solubilizados con DMSO, para posterior lectura de la densidad optica (DO) en

espectrofotometro a 580 nm.

El porcentaje de viabilidad celular se obtiene: %Viabilidad = 22¢élulas conMTT 4 4 )

DOc¢lulas control

En la Figura 13 se puede observar un esquema de todo el proceso del ensayo de

citotoxicidad empleando MTT para la lectura final.

D

THT Suspension de nanoparticulas

24h =
T 6h/12h
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5 -100 pg/mL de Bi,S,-PVP s MTT espectrofluorimetro

+ DMEM completo en DMEM completo. . DMEM completo deplacas
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37°C con d ~

5% CO,

Figura 13: Esquema de ensayo de citotoxicidad con lectura por tincion con MTT.

Este ensayo se realizé en el Grupo de Nanomedicina y Nanotoxicologia (GNano) del

Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC) de la Universidad de Sdo Paulo (USP), Brasil.
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3.5.1.2. Ensayo colorimétrico utilizando Trypan Blue

El Trypan Blue, o acido (3Z,3'2)-3,3'-[(3,3'-dimetilbifenil-4,4'-diil)di(1Z)hidracin-2-il-1-
ilideno]bis(5-amino-4-oxo-3,4-dihidronaftaleno-2,7-disulfénico), es una diamina derivada
de la toluidina que se utiliza como colorante para tincion celular. Esto es posible porque
las células cuya membrana esta intacta no permiten el pasaje de este compuesto. Por el
contrario, en células cuya membrana se encuentra dafiada, como cuando han sufrido o
estan sufriendo necrosis o apoptosis, el colorante es capaz de atravesar dicha membrana
y permanecer en el interior celular. Es por eso que permite indicar la viabilidad celular por
medio de exclusién de este colorante, reflejando asi la muerte celular. En este ensayo, se
incubaron en placa de 6 pozos de fondo plano 0.25x108 células MCF7/pozo en 2 mL,
durante 24 h. Pasado dicho tiempo, se cambid el medio por 2 mL de una suspension en
medio celular de nanoparticulas (S_Np1_x10_c/r_4) con una concentracion 1, 10, 100,
1000, 2500 o 5000 ug/mL, sin previo lavado. Para cada condicion, se realizaron tres
réplicas por cada condicion y dejando una serie sin adicion de nanoparticulas, tomada
como blanco. Las células se incubaron con las nanoparticulas durante 72 horas,
cambiando el medio de cultivo solo a las 24 h sin lavado intermedio, y luego se procedio
al lavado con buffer fosfato salino (PBS) y el despegue de las células utilizando Tripsina-
EDTA y a la lectura con Trypan Blue, utilizando un contador automatico que indica el
numero total de células por mililitro y el porcentaje de viabilidad de dichas células. La
incubacién de las células se realiz6 en el Instituto de Higiene en colaboracion con el Area

de Inmunologia de la Facultad de Quimica.

El resultado de este ensayo se expresd como porcentaje de células vivas en la muestra
con respecto al niumero de células vivas que contiene el blanco del ensayo. El mismo se

calculd de la siguiente manera:

(N° células totales x Viabilidad)myestra

%N?® celulas vi to al bl = 100
#oN* celulas vivas respecto al blanco (N° células totales x Viabilidad)pianco X

En la Figura 14 se puede observar un esquema de todo el proceso del ensayo de

citotoxicidad empleando Trypan Blue para la lectura final.
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TH Suspensién de nanoparticulas

72h Lectura con Trypan
Blue en contador
37°C con automatico
. MCF7 5% CO, 5% CO,
1-5000 pg/mL de Bi,S,-PVP en
+ DMEM completo DMEM completo

+n=3

Figura 14: Esquema de ensayo de citotoxicidad con lectura por tincion con Trypan Blue.

3.5.2. Estudios de Radiosensibilizacion

En esta etapa, se realiz6 la irradiacion de muestras celulares con y sin nanoparticulas.
Dicha irradiacion se realizé utilizando equipamiento perteneciente al Instituto de Donacién
y Trasplante. EI mismo cuenta con una fuente de °Co, cuya dosis se varié entre 2 y 8 Gy.
La incubacion celular en esta etapa se realizé en el Instituto de Higiene en colaboracion

con el Area de Inmunologia de la Facultad de Quimica.

3.5.2.1. Optimizacion de las condiciones de ensayo

Para realizar este ensayo, primero se probaron varias condiciones para optimizar el
proceso de irradiacion, como fueron: la dosis de irradiacion adecuada para observacion
de muerte celular sin que la misma fuera completa (variada entre 2 y 8 Gy), las horas de
espera para observacion de muerte celular en el conteo final con Trypan Blue (variada
entre 3 y 96 h), y por ultimo se probd la influencia en el resultado final del cambio del

medio previo o posterior a la irradiacion.

Para evaluar los dos primeros parametros se incubaron células en placas individuales de
fondo plano de 35 mm de diametro. En las mismas se sembraron 0.25x10° células
MCF7/pozo en 2 mL, que fueron incubadas durante 48 h, cambiando el medio de cultivo
cada 24 h, sin lavado intermedio. Se realizaron tres réplicas por cada condicion
ensayada. Pasadas las 48 h, las células incubadas fueron expuestas a diferentes dosis
(2, 5y 8 Gy) de radiacion ionizante. Las placas fueron nuevamente incubadas durante 24,

48, 72 0 96 h y luego se procedié al lavado con PBS y al despegue de las células
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utilizando Tripsina-EDTA y a la lectura con Trypan Blue, utilizando un contador

automatico.

En el caso de la evaluacién del momento de cambio de medio, el procedimiento fue el
mismo con la diferencia que el cambio de medio de cultivo, pasadas las primeras 48 h de
incubacion, se realiz6 antes o después del paso de irradiacion. En ambos casos no se
realizé un lavado intermedio. Dicha irradiacion se realizé con una dosis de 2 Gy y luego

de la misma las células fueron incubadas 48 h mas antes de la lectura de los resultados.

3.6.2.2. Ensayo empleando conjuntamente irradiacion y nanoparticulas

En esta etapa se realizaron incubaciones de células MCF7 con y sin nanoparticulas
(S_Np1_x10_c/r_4) y posteriormente se procedié a la irradiacion de las mismas. En la
Figura 15 se puede observar un esquema de todo el proceso de este ensayo. La muestra
de nanoparticulas utilizada fue ensayada bajo tres condiciones. Una de ellas implicé la
previa dialisis de las nanoparticulas para eliminar posibles impurezas y el exceso de PVP
(denominada S_Np1_x10_c/r_4_d). La dialisis se realizé utilizando una membrana de cut
off de 500 D, en agua destilada. La segunda condicién fue la utilizacion de las
nanoparticulas obtenidas en la sintesis sin dialisis previa, cuya muestra se continua
denominando S_Np1_x10_c/r_ 4. En los dos casos nombrados anteriormente las
suspensiones de las nanoparticulas, previas a su incubacion conjunta en las células, se
realizaron utilizando un bafo de ultrasonido. La ultima condicién testeada fue la
utilizacion de un sonicador de sonda para realizar la suspensiéon de las nanoparticulas

(denominada S_Np1_x10_c/r_4_s).

Se incubaron células en placas individuales de fondo plano de 35 mm de diametro. En las
mismas se sembraron 0.25x10% células/pozo en 2 mL, y fueron incubadas durante 24 h.
Pasado dicho tiempo, se cambio el medio por 2 mL de suspension de 50 pg/mL de
nanoparticulas en medio de cultivo celular DMEM, incubando nuevamente las células
durante 24 h. Por cada condicién se realizaron tres réplicas y se dejo una serie sin
adicion de nanoparticulas, tomada como blanco. Pasado dicho tiempo, las células fueron
expuestas a radiacion ionizante con una dosis de 2 Gy, cambiando previamente el medio

celular. El cultivo se continué incubando durante 48 horas y luego se procedi6 al lavado
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con PBS y al despegue de las células utilizando Tripsina-EDTA y a la lectura con Trypan
Blue, utilizando un contador automatico. La incubacion de las células se realizé en el
Instituto de Higiene en colaboracion con el Area de Inmunologia de la Facultad de

Quimica.

T Suspension de nanoparticulas

Lectura

24h 24h 48h con Trypan
Blue en
37°C con 37°C con 37°C con contador

« MCF7 5% CO, 5% CO,

automatico
. 50 pg/mL de Bi,S;-PVP en
DMEM completo DMEM completo

*n=3

Figura 15: Esquema de ensayo empleando conjuntamente irradiacion y nanoparticulas.

3.6. Estudios ecotoxicolégicos

Se realizé un test de toxicidad aguda en cladoceros Daphnia magna con una suspension
de nanoparticulas S_Np1_x10_c/r_4 en agua miliQ, siguiendo la norma de la OECD
(2004) [123]. Las nanoparticulas fueron testeadas con y sin el agregado de goma
Xantana a la suspension. La concentracién de goma Xantana fue de 100 mg/L, dado que

a esta concentracion las suspensiones de nanoparticulas eran estables por mas de 24 h.

Los cladéceros utilizados para los ensayos fueron neonatos de entre 2 - 24 h de nacidos
de la tercera a la quinta postura, mantenidos en condiciones de temperatura de 20 + 2
°C, con un fotoperiodo de 16 h de claridad y 8 h de oscuridad. Los mismos
permanecieron en agua de cultivo reconstituida del tipo dura, con pH de 7,6 + 0,3 y
dureza de 160 - 180 mg de CaCOs/L (segun normas (OECD 2004 y ASTM 2001 [123],
[124]). El agua de cultivo fue renovada tres veces por semana, y la alimentacion de los
organismos fue con la misma frecuencia. La alimentacion se realizd6 con el alga
Raphidocelis Subcapitata en una concentracion de 3x10°% células/mL (segun norma ABNT

2009 [125]).

Para cada condicién testeada se realizaron cuatro réplicas con cinco claddceros en cada

una (n=20). El mismo se llevd a cabo exponiendo los clodoceros a diferentes
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concentraciones de nanoparticulas (entre 0,05 - 100 mg/L), con y sin goma Xantana,
teniendo siempre como control positivo agua de cultivo. La incubacién fue realizada con
16/8h de claridad/oscuridad. La duracion del test fue de 48 h, realizando una lectura de
inmovilidad/mortalidad de los organismos a las 24 y 48 h de comenzado el ensayo. Estos
ensayos fueron realizados en el Grupo de Nanomedicina y Nanotoxicologia del Instituto

de Fisica de Sao Carlos, de la Universidad de Sao Paulo, Brasil.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Sintesis de Nanoparticulas de Bi.S3 por el método Hidrotérmico

Por medio de este método se busco obtener nanoparticulas de Bi,Ss recubiertas con un
ligando polar biocompatible, en un solo paso de sintesis. Para ello se trabajé utilizando
dos ligandos poliméricos. En primera instancia se utilizd6 PVP, donde se realizaron
variaciones en las concentraciones de los reactivos. En segundo lugar se utilizé PEG
como ligando, pero en este caso, las condiciones de sintesis que se variaron fueron la

concentracion del ligando y el tiempo de sintesis.

4.1.1. Nanoparticulas obtenidas por el método Hidrotérmico utilizando PVP como ligando

En el caso donde se utilizé PVP como ligando, se observé la formacién del BixSs;
exclusivamente, como se muestra en el difractograma de la Figura 16 para la muestra

H_Np1.

—— H_Npf1
—— Bi,S, ICSD 89324

Intensidad (u.a.)

15 20 25 30 35 40 45 50
20 (grados)

Figura 16: XRD de la muestra H_Np1, comparados con la Ficha ICSD 89324 de Bi2Ss.
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Como se nombré anteriormente, en el caso donde se utilizé PVP como ligando, se vario
la concentracion de los reactivos. Esta variacion fue exclusivamente de la concentracion
de la fuente de bismuto y de azufre. El BiCl; se disuelve en medio acido, especialmente
utilizando HCI, porque de lo contrario se produce su hidrdlisis y la consecuente formacién
de oxicloruro de bismuto (BiOCI) [126]. Ademas se debe de evitar la alta concentracion
de acido en la mezcla que, en estas condiciones, el Bi»S3; se disuelve. En nuestro caso,
se observé experimentalmente que el pH éptimo de trabajo debia de estar en el rango de
2 a 3.5. Por esta razon, el HCI utilizando para disolver el BiCl; se mantuvo en un pH de 3.
La concentracion de PVP tampoco fue variada porque dicho cambio implicaria una

variacion en la viscosidad de la solucion [127].

Para identificar cual era la ventaja de incorporar PVP a las sintesis se realizé una sin la
presencia del mismo (sintesis H_Np3). En las Figuras 17-19 se pueden observar las
imagenes de HRTEM vy la distribucién de tamafo de particulas de esta sintesis y de las

sintesis H_Np1, H_Np2 y H_Np3.

206 =290

T80 100 T
Ancho de particula (nm)

26=09

Figura 17: Imagen de TEM (a), distribucién de tamafo de particulas (b y c) e imagen de HRTEM

(d) con el correspondiente analisis de planos cristalinos de la muestra H_Np1.
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Figura 18: Imagen de TEM (a), imagen de HRTEM (c) con el correspondiente analisis de planos

cristalinos (c) de la muestra H_Np2.

Figura 19: Imagen de TEM (a y b) e imagen de HRTEM con el correspondiente analisis de planos

cristalinos (c) de la muestra H_Np3.

En las imagenes de TEM de la muestra H_Np1, se observa la presencia de
nanoparticulas con morfologia de varillas, que presentaron un ancho medio de 21 nm y
un largo medio de 381 nm, con una gran distribuciéon de tamanos. El analisis de los
planos cristalinos de esta muestra evidencia que las varillas corresponden al Bi»S3, donde
se observa que el plano (2 3 0) se encuentra en la direccion del lado mas largo de las
varillas, siendo este plano ademas el de mayor intensidad del XRD del Bi,Ss (Figura 16),
lo cual es concordante con la estructura cristalina del compuesto [83]. Respecto a la

muestra H_Np2, la morfologia de la misma corresponde a particulas redondeadas de 5
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nm aproximadamente, no pudiendo presentarse un analisis sistematico del tamafo de las
mismas dada la aglomeracion que presenta la muestra. En este caso, es posible
observar en las particulas la presencia del plano cristalino (2 3 0) como en la anterior
muestra analizada. Al comparar las muestras H_Np1 y H_Np2, donde la diferencia en la
sintesis de las mismas fue la concentracion de los reactivos empleada, se puede deducir
que la misma tiene influencia en la morfologia de las nanoparticulas obtenidas. Si
comparamos estas dos muestras con la H_Np3, donde no se utiliz6 PVP como ligando,
se puede deducir que el PVP tiene un gran influencia en el control del tamafo de
particula y la distribucion del mismo, dado que en el caso de la sintesis sin PVP (H_Np3),
las particulas presentan tamafos que van desde 10 nm a 1 um, presentando morfologia
de varillas las particulas que tienen menor tamano y morfologia irregular las de tamano

mayor.

Para corroborar que el ligando estuviera presente en las particulas obtenidas, se realizd
espectroscopia IR a las muestras. El resultado del mismo se presenta en la Figura 20,
donde se comprueba que en ambas muestras el PVP se encuentra en el producto final.
En este caso, se puede afirmar que el PVP interacciona con las nanoparticulas debido a
los cambios en las bandas correspondientes a las vibraciones de los enlaces C-O y C-N.
En particular se logra apreciar un leve corrimiento hacia menor numero de onda en la
vibracion de deformacion C=0, lo que indica una menor fuerza de enlace, que puede

estar dada por la interaccidn del oxigeno con las nanoparticulas [128].
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Figura 20: Espectros IR de las muestras H_Np1 y H_Np2 comparada con PVP.

4.1.2. Nanoparticulas obtenidas por el método Hidrotérmico utilizando PEG como

ligando.

En la mayoria de las sintesis realizadas utilizando este ligando (muestras H_Np4 a
H_Np8) se obtuvieron particulas de Bi»Ss. Esto se comprobd por medio de XRD o
HRTEM. En la Figura 21 se pueden observar los difractogramas de las sintesis H_Np7 y
H_Np8, y en la Figuras 22 y 24 el analisis de los planos cristalinos de las muestras

H_Np5.
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——Bi,S, ICSD 89324]
I —— H_Np7 -
—— H_Np8

Intensidad (u.a.)

15 20 25 30 35 40 45 50
20 (grados)

Figura 21: XRD de las muestras H_Np7 y H_Np8, comparados con la Ficha ICSD 89324 de Bi2Sa.

A concentraciones de PEG bajas (H_Np4), la incorporacion del ligando no tiene efecto
sobre el control del tamano de particula de la muestra, como se evidencia a simple vista
por el brillo caracteristico de muestras micrométricas. Al aumentar la concentracion de
PEG 10 veces (H_Np5) la morfologia obtenida son varillas de 7 nm de ancho en
promedio, que se aglomeran para formar estructuras cuyo tamano varia desde 13 nm a 2
pMm de ancho por 20 nm a 6 um de largo. En el caso de esta muestra, el plano cristalino
que se distingue en el lado mas largo de las varillas es el (3 1 0), lo que se puede
correlacionar con un crecimiento a lo largo del eje c, propio del Bi»Ss, como se discutio

anteriormente.
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Figura 22: Imagen de TEM (a y b) e imagen de HRTEM (e) de la muestra H_Np5, con el
correspondiente analisis de planos cristalinos (e), y la distribucién de tamafio del ancho de las

varillas (c).

Al aumentar 20 veces la concentracion de PEG (H_Np6), se obtuvo un precipitado que
fue analizado por XRD. El difractograma no fue concluyente porque contiene pocos picos
caracteristicos, como se puede observar en la Figura 23, y estos no pudieron asignarse al
producto de interés o a los reactivos de la sintesis. De esta observacion se deduce que la
concentracion de PEG juega un papel fundamental en la formacién del producto de

interés.
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Figura 23: XRD de la muestra H_Np6, comparado con la Ficha ICSD 89324 de Bi2Ss.

Para lograr un menor tamano de particula que la obtenida en la sintesis H_Np5, se
disminuyo el tiempo de sintesis de 6 h a 4 h, obteniéndose asi la sintesis H_Np7. En la
Figura 24 se pueden observar las imagenes de TEM obtenidas para esta muestra. La
morfologia de las particulas predominante fue de varillas, como en la muestra H_Np5,
obteniéndose ademas morfologias irregulares. El tamafio de las mismas varié entre 21
nm y 36 ym, presentandose la mayoria de ellas en el rango de 50 a 550 nm, con la
mediana en 339 nm, y cuyo crecimiento se presentd en el eje c como en el caso de las
otras particulas de Bi»S3; obtenidas. Si comparamos estos tamanos con los obtenidos en
la muestra H_Np5 observamos que el menor tiempo de sintesis permite obtener
particulas con menor largo, pero mas anchas y con morfologia mas irregular. En cambio
en la sintesis H_Np8 (Figura 25), donde se habia aumentado la concentracién de PEG
con respecto a la H_Np7, buscando mejorar la distribucion de tamafnos, se presentaron
muy pocas particulas de morfologia irregular, y el tamano medio de las particulas fue de
1.2 ym de ancho por 2.1 pum de largo. Por lo tanto, el aumento de la concentracion de
PEG para mejorar la uniformidad de morfologia de la muestra H_Np7 no es un camino

posible, ya que se obtienen particulas de dimensiones en el orden de los micrémetros.
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Figura 24: Imagen de TEM (a), distribucion del largo de las particulas (b y ¢) e imagen de HRTEM

(d) de la muestra H_Np7, con el correspondiente analisis de planos cristalinos (e).

b

Frecuencia (%)

i 2 3 4 g
Ancho de particula (pm)

35 C—

Frecuencia (%)

24 6 6 10 12 14 16 18
Largo de particula (um)

Figura 25: Imagen de TEM (a) y distribucién de tamafo del ancho (b) y largo (c) de las particulas

de la muestra H_Np8.

Considerando la muestra H_Np5 la que dio mejores resultados por el método
hidrotérmico utilizando PEG como ligando, se analizd la misma por espectroscopia IR,
comprobando la presencia de PEG en las particulas obtenidas (Figura 26). Se puede
observar que las bandas correspondientes a las vibraciones O-H, C-O-C, C-C y del
esqueleto carbonado (ycr.) disminuyen su intensidad relativa. En particular es de
destacar la gran disminucién de intensidad de la banda de estiramiento de los enlaces de
hidrogeno C-O---H que se forman intramolecularmente. Sumado a estos cambios se

encuentra el leve corrimiento hacia menor numero de onda de la deformacién C-O y del
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estiramiento asimétrico CH.-O-CH,. Ademas, la banda ancha del estiramiento asimétrico

CH2-O-CH: del PEG solo se desdobla a tres bandas en la muestra [128].

Todos estos indicios permiten determinar que las particulas obtenidas en la sintesis
H_Np5 contienen moléculas de PEG ligadas a ellas, y que esta unién no solo se da por
los OH terminales preferentemente, sino que también hay interaccion con el resto de los

oxigenos del polimero.
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Figura 26: Espectro IR de la muestra H_Np5 comparada con PEG.

Analizando todos los resultados, es posible observar que las particulas obtenidas en éste
trabajo utilizando el método hidrotérmico presentaron propiedades similares a las
obtenidas en otros trabajos utilizando este mismo método [77], [129]-[131]. Pese al gran
tamano de las particulas, en los trabajos referenciados las particulas presentaron
excelentes propiedades de acuerdo a la aplicacion deseada en los mismos. En nuestro
caso se concluye que por medio de este método de sintesis no se consiguié obtener
particulas apropiadas para los ensayos celulares, por o que se descartan las particulas
obtenidos para continuar con los estudios. Igualmente los esfuerzos realizados sirven

como base para trabajos a futuro ya que se obtuvo un gran conocimiento del sistema de
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sintesis y permite conocer en qué focalizar futuros esfuerzos para lograr nanoparticulas

de Bi2S3 biocompatibles con un solo paso de sintesis.

4.2. Sintesis de Nanoparticulas de Bi>S3z por el método “hot injection” en medio

organico

Como se menciond anteriormente, en el caso del método “hot injection” se realizaron dos
pasos de sintesis para obtener nanoparticulas recubiertas con un ligando biocompatible.
Primero se realizé la sintesis de las nanoparticulas en medio organico, utilizando OLA
como ligando, en la cual se varié la concentracion de la fuentes de bismuto y azufre, y
posteriormente el escalado de la reaccidon. Luego de este paso, se realizé el cambio de
ligando a las nanoparticulas que se consideraron las mas apropiadas, de acuerdo a
posterior analisis por diferentes técnicas de caracterizacion. El cambio de ligando se
realizd con el fin de alterar la polaridad de las nanoparticulas obtenidas por el método
“hot injection”, modificando la capa de externa de las nanoparticulas de manera de quitar
el ligando apolar (OLA) y unir el polimero polar PVP. Los parametros que se variaron

para lograr el objetivo fueron la utilizacion o no de reflujo y el tiempo de intercambio.

4.2.1. ldentificacidon de la fase cristalina de las muestras

La fase cristalina de las nanoparticulas sintetizadas se determind por XRD de polvo. En la
Figura 27 se muestran los difractogramas obtenidos para las muestras. Al comparar las
reflexiones de los difractogramas de la muestra con los de la ficha ICSD 89324 del Bi,Ss,
se confirma la presencia de este compuesto como unica fase obtenida en todas las
muestras. Ademas, en los mismos se puede apreciar el ensanchamiento caracteristico de

los picos de difraccion para muestras nanoparticuladas.
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Figura 27: Difractogramas de muestras de Bi2Ss obtenidas comparadas con la ficha ICSD 89324.

Se buscé identificar los componentes que pudieran estar presentes en las muestras
mediante espectrometria Raman, la cual es una técnica que permite obtener informacién
de la parte inorganica y organica. Para ello se seleccionaron las muestras S_Np1_x10 y
S_Np1_x10_c/r_4 como casos representativos, debido a que la muestra S_Np1_x10_c/r_4
fue la elegida para los estudios /n vifro que se realizaron posteriormente. Los espectros
obtenidos se muestran en la Figura 28, y en la Tabla 4 se detallan los valores maximos

de nimero de onda de las bandas obtenidas.
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Figura 28: Espectro Raman desde 80 cm-' a 3750 cm-' de las muestras S_Np1y S_Np1_x10_c/r_4

(a) y zoom del espectro en el rango 80-1750 cm-1(b).

Numero de onda (cm-)

S_Np1_x10 S_Np1_x10_c/r_4

120 120
310 310
500 500
614 591
968 964
1072 1071
1237 1241

- 1345

- 1582

Tabla 4: Bandas Raman de las muestras analizadas.

Como se puede observar en la Tabla 5, los modos vibracionales Raman teéricos del
BiS3 deben de salir por debajo de 280 cm [132], [133]. En los datos obtenidos
experimentalmente (Tabla 4) solo aparece una banda ancha entre 80 cm-! (valor minimo
obtenido por el filtro del equipo) y aproximadamente 300 cm-!, con un maximo en 120 cm-

' en ambas muestras. Se han reportado ya casos en los cuales las bandas Raman del
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Bi»S3 se solapan por la generacién de calor en la muestra inducido por el laser empleado
en el ensayo, dando como resultado bandas anchas [134]. Por otro lado, a numeros de
onda muy bajos tenemos la influencia de la cola del pico Rayleigh, lo que dificulta aun
mas el analisis de los resultados obtenidos. Conjuntamente, es posible observar que
aparecen bandas a numeros de onda mayores que 300 cm™, las cuales no se

corresponden con los valores teéricos de las bandas del BizSs.

Modo Nimero de onda (cm-")
Ag 100
Big 173
Ag 184
Ag 195
Ag 211
B3g 228
Ag 237
Ag 253
B1g 260
B1g 277

Tabla 5: Bandas Raman tedricas del Bi2Ss [132].

Se debe destacar que la intensidad del laser posibilita la oxidacion de la muestra en el
momento de realizar la caracterizacion, debido a que la misma fue realizada en atmdsfera
de aire. Si analizamos los numero de onda a los cuales aparecen las vibraciones Raman
del Bi-O3 y del Bi.O2(SO4) extraidos de bibliografia (Tabla 6), y teniendo en cuenta que la
formacion del compuesto BiO2(SO4) es posible a partir de Bi;Ss y una fuente de alta
potencia [135]-[138], se pueden correlacionar las bandas obtenidas experimentalmente a

estos compuestos.
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Numero de onda (cm-1)

Bi,O3 Bi02(SO4)
117-118 -
310-314 300-340
430-432 410-470
519-525 -
- 580-630
- 950-1200

Tabla 6: Bandas Raman de los compuestos Bi2Os y Bi2O2(SO4)
[135]-[138].

Sumado a esto, se debe recordar que por medio de espectroscopia Raman es posible la
identificacion del ligando presente en las muestras. Sin embargo, en el caso de esta tesis
no fue posible debido a la gran intensidad del laser empleado para la caracterizacion.
Esta intensidad fue tal que consiguié degradar los ligandos de la muestra, quedando
como carbono amorfo, cuya formacién se puede identificar con la aparicion de dos
bandas Raman a 1350 cm' y 1580 cm correspondientes a las vibraciones de
deformacion del carbono A1g y E2g,, denominadas comunmente como pico D y G

respectivamente [139].

En la Tabla 7 se muestra la asignacion de las bandas obtenidas experimentalmente para
ambas muestras. Esta fue realizada teniendo en cuenta que la composicién inicial de la
muestra corresponde a Bi:Ss y que la misma es oxidada durante la caracterizacion,

ademas de producirse la degradacion de los ligandos a carbono amorfo.
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Numero de onda (cm-1) Compuesto
S_Np1_x10 | S_Np1_x10 _c/r_4 Bi2S3 Bi2Os Bi202(SO4) C
120 120 X - - -
310 310 - X X -
500 500 - - X -
614 591 - - X -
968 964 - - X -
1072 1071 - - X -
1237 1241 - - X -
- 1345 - - - X
- 1582 - - - X

Tabla 7: Designacién de las Bandas Raman experimentales a los distintos compuestos.

Es de destacar que la muestra S_Np1_x10 no presenta bandas bien definidas
correspondientes al C, pero si se observa con detencion en la Figura 28, es
posible ver pequefias bandas cercanas a 1320 cm' y 1570 cm-'. Esto se puede
correlacionar con el largo de los ligandos presentes en las muestras. Teniendo en
cuenta que la muestra S_Np1_x10 contendria OLA, la cual es una cadena alifatica
de 18 carbonos, y que la muestra S_Np1_x10 _c/r_4 contendria PVP, el cual es un
polimero cuyo largo esta ligado a su peso molecular, es de esperar que la
formacion de C se de en mayor medida en el PVP que en la OLA, lo que

concuerda con lo obtenido experimentalmente.

Adicionalmente, durante las observaciones en TEM se realizé6 EDS a las nanoparticulas
observadas. El analisis reveld la presencia de Biy S en las muestras, ademas de sefiales
de Cu, Cr, Au, C y Si, pertenecientes al porta muestra y al detector [140]. Los espectros

obtenidos se muestran en la Figura 29.

Isabel Galain
61




Tesis de Maestria en Quimica — Facultad de Quimica

10000— T T T T T T T T T T T T T
—— S Npl
_ Cu S_Np2
8000} g —— S _Np3 i
S S_Np4 |
\3’/ —— S Npl x10
&, 6000 .
S
c
S
O 4000
Cr
2000 ~
A
0 - er 8 10 12 14 16
Energia (KeV)

Figura 29: Espectroscopia de Dispersion de Energia de las muestras sintetizadas por el método de

“hot injection”.

4.2.2. Determinacion de la morfologia de las muestras

Las nanoparticulas obtenidas por medio de la sintesis “hot injection” se observaron por
microscopia electronica de transmision de baja y alta resolucion (TEM y HR-TEM), antes
y después de realizar el cambio de ligando. En las Figuras 30-34 se muestran imagenes
representativas de las particulas obtenidas antes del cambio de ligando, con sus
respectivos histogramas de distribuciones de tamafio, y en las Figuras 35-38 se muestran

los resultados luego de realizar el cambio de ligando.

Al analizar las muestras obtenidas antes del cambio de ligando se pueden destacar
varias observaciones. Primero, la diferencia en la morfologia que presentan estas
muestras. En la muestra S_Np1 se obtuvieron nanoparticulas cristalinas con morfologia
de tipo disco. En la muestra S_Np2 las nanoparticulas presentaban una morfologia
similar a la obtenida en la sintesis S_Np1, pero con una forma no definida. En el caso de
las sintesis S_Np3 y S_Np4 las nanoparticulas obtenidas presentan morfologia de varillas
cristalinas, pero con diferencias entre si. En el caso de la sintesis S_Np3 las varillas

presentaron forma similares a agujas cristalinas, pero en la sintesis S_Np4 se obtuvo una
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mezcla de varillas cristalinas de seccién cuadrada y particulas amorfas de morfologia de

disco, como es posible observar en la esquina superior a la izquierda en la Figura 33.

Tamaifio de Particula (nm)

sy

Figura 30: Imagenes de TEM (a) y HR-TEM (c), con el correspondiente histograma de distribucion

de tamafio de particula (b) y el analisis de planos cristalinos (inserto en c) de la muestra S_Np1.

78 9 10 11 17 X
Tamafio de Particula (nm)

Figura 31: Imagenes de TEM (a) y HR-TEM (c), con el correspondiente histograma de distribucion

de tamano de particula (b) y el analisis de planos cristalinos (inserto en c¢) de la muestra S_Np2.
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Figura 32: Imagenes de TEM (a) y HR-TEM (d), con el correspondiente histograma de distribucion

de tamano de particula (b-c) y el analisis de planos cristalinos (inserto en d) de la muestra S_Np3.
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Figura 33: Imagenes de TEM (a) y HR-TEM (d), con el correspondiente histograma de distribucion

de tamafio de particula (b-c) y el andlisis de planos cristalinos (inserto en d) de la muestra S_Np4.

En el caso de la sintesis S_Np1 el tamafno promedio de particula obtenido fue de 3.6 *
1.7 nm, mientras que en las nanoparticulas obtenidas en la sintesis S_Np2 el tamafo
promedio fue de 7.3 = 2.4 nm. Por lo tanto, al comparar los tamafios obtenidos al variar la
concentracion de la fuente se azufre, es posible observar que se obtienen nanoparticulas
de menor tamano al emplear mayor concentracion de azufre. Esto concuerda con lo
observado en bibliografia, donde se ha reportado que el azufre actia como puntos de
nucleacioén a partir de los cuales crecen las particulas [88], [141]. Su mayor concentracién

permitiria un aumento del numero de particulas que nuclean y crecen, generando que
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para la misma cantidad de bismuto en solucién, no sea factible un gran aumento de su

tamano.

Otra observacién importante a destacar, es el incremento del tamano y el cambio en la
morfologia que se observa en las nanoparticulas obtenidas al aumentar la concentracién
de la fuente de bismuto. Como se nombré anteriormente, la sintesis S_Np1 presenta
particulas de morfologia tipo disco con un tamafo de particula promedio de 3.6 £ 1.7 nm,
mientras que en el caso de las sintesis S_Np3 y S_Np4 la morfologia predominante es
tipo varillas. En la muestra S_Np3, el ancho promedio de las varillas es de 44 £ 1.6 nmy
su largo de 19.1 £ 8.1 nm, y en la sintesis S_Np4 las nanovarillas presentan un ancho
promedio de 10.4 £ 2.8 nm y un largo promedio de 46.2 £ 16.3 nm. En este ultimo caso
también se logré observar particulas amorfas cuyo tamafio promedio es de 2.6 £ 0.8 nm.
Estos datos se resumen en la Tabla 8, donde ademas se agregan los resultados

obtenidos para la sintesis S_Np1_x10.

[Bi(Neo)] Tamafo medio

Muestra Bi:S Morfologia
(mM) (nm/ nm x nm)
S_Np1 10 1:5 Disco 3.6
S_Np2 10 1:1 Disco 7.3
S_Np3 61 1:5 Varillas 4.4 x19.1
S_Np4 82 1:5 Varillas 10.4 x 46.2
S_Np1_x10 10 1:5 Varillas 4.1x20.2

Tabla 8: Morfologias y tamafios obtenidos en las sintesis realizadas previo al cambio de ligando.

Los resultados obtenidos para la muestra S_Np1_x10 revean que el escalado cambia el
tamano y la morfologia de las nanoparticulas, al comparar las nanoparticulas obtenidas
en esta sintesis con los obtenidos en la muestra S_Np1, destacando nuevamente que la
unica diferencia entre ambas es el escalado de la sintesis. Al examinar las Figuras 30 y
34 se puede verificar el cambio de morfologia obtenido, pasando de nanoparticulas tipo
disco de 3.5 * 1.6 nm a nanovarillas cuyo tamafo promedio es de 4.1 + 1.2 nm de ancho

por 20.2 + 7.0 nm de largo. El resultado obtenido se justifica considerando las
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condiciones de enfriamiento, aunque fueron las mismas para ambas muestras, la nueva
geometria del balén de reaccion utilizada fue distinta (balon de 100 mL en la muestra
S_Np1y de 250 mL en la S_Np1_x10). Esto influye en la conduccion de temperatura en
el paso de enfriamiento, ocasionando que la velocidad de transferencia de calor sea mas
lenta. Teniendo en cuenta que este paso es clave para el control del tamano de las
nanoparticulas, dado que su funcion es detener la reaccion, que disminuya la velocidad
de enfriamiento ocasiona que las nanoparticulas puedan continuar creciendo. La
morfologia de varilla obtenida concuerda con estudios reportados, donde se observa que
a mayor tiempo de sintesis el Bi>S3 crece mas rapidamente en su eje axial que en su eje

radial, obteniéndose como resultado la presencia de morfologia tipo varilla [88].

(%)

Frecuencia

Frecuencia (%)

Largo de Particula (nm)

Figura 34: Imagenes de TEM (a) y HR-TEM (c), con el correspondiente histograma de distribucion
de tamano de particula (b) y el analisis de planos cristalinos (inserto en d) de la muestra

S_Np1_x10.

Analizando los resultados obtenidos de bibliografia, se puede observar que en algunos
casos particulares se han obtenido por “hot injection” nanoparticulas cuyo tamano varia
entre 4-10 nm utilizando como combinacion de fuentes de Bi y S: Bils—H [142], BiCl>-S
[143], BiCls-NaS.CNEt, (NaS:CNEt,: trihidrato de dietilditiocarbamato de sodio) [144] y
Bi(Neo)s-TAA (TAA: tioacetamida) [103]. Pero la morfologia que mas se ha reportado en
trabajos previos son nanovarillas que varian entre 5 — 35 nm de ancho y 14 — 900 nm de
largo, utilizando como fuente de Bi el BiCls [80], [84], [143]-[146], Bi(Ac)s (acetato de
bismuto) [147], o Bi(Neo)s [141],y como fuente de S la TAA [80], [141], S solido [84],
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[143], [145], [146], ((CH3)3Si)2S (sulfuro de bis(trimetilsililo)) [147] o NaS,CNEt, [144]. En
la Tabla 9 se resumen las morfologias, los tamanos y las condiciones de sintesis

empleadas en algunos de los trabajos referenciados anteriormente.

Fuente T t Tamaiio (nm/
Bi:S Morfologia Ref
Bi S (°C) (min) nm x nm)
Bils H 1:10 25 40 Disco 4.1 [142]

220 2 Disco 7
BiCls NaS,CNEt; 1:3 [144]
180 120 Varillas 35 x 450-900

BiCls S 5:1 130 10 Varillas 7x14 [145]

BiCls S 1:5 130 60 Varillas 20 x 100 [146]

Bi(Ac)s  ((CHa)sSi)2S 51 100 120  Varillas 7 x 22 [147]

Tabla 9: Condiciones de sintesis, morfologias y tamafios obtenidos en sintesis de nanoparticulas

de Bi2Ss reportadas.
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Teniendo en cuenta los datos de la Tabla 9, para condiciones de sintesis similares a las
empleadas en este trabajo, la morfologia de varillas es la mas comun. En los casos
donde se empled una mayor concentracion de S que la estequiométrica (relacién Bi:S
mayor a 2:3), se obtuvieron nanoparticulas con morfologia de varillas (referencias [144] y
[80], [84], [146] de la Tabla 9). Observando los tamanos de esas estructuras se puede
senalar que todas ellas son de mayor tamafo que las obtenidas en esta Maestria. Esto
se puede deber a que en este trabajo se utilizaron tiempos de sintesis mas cortos (40
segundos frente a 5-120 minutos en algunos de los trabajos referenciados), lo que reduce
el tiempo de crecimiento de las estructuras obtenidas, y en algunos casos permitiendo
tener morfologia de disco, la cual a tan alta temperatura de sintesis (180 °C) es raro
obtener [88], [141]. En el caso donde la concentracion de bismuto es mayor a la
estequiométrica, la morfologia mayormente obtenida también es de varilla. Cuando la
relacion Bi:S fue 1:1, como la empleada en la sintesis S_Np2, se obtuvieron particulas
con formas de disco usando una temperatura de 105 °C por 1 min (referencia [103]). En
sintesis cuando la temperatura empleada es mayor (referencias [80] y [141]) la morfologia
cambia a varillas, destacando que a 180 °C el ancho de las mismas son del orden a las
obtenidas en esta Maestria, teniendo en cuenta el mayor tiempo de sintesis empleado en

las referencias (5-10 min de sintesis).

Si nos centramos en los resultados obtenidos luego del cambio de ligando, se puede
observar en los histogramas de las Figuras 35-38 y los resultados en la Tabla 10 que este
paso contribuye al crecimiento de las particulas. La primera observacion a destacar es
que solamente en la sintesis S_Np1_s/r se obtuvo morfologia de disco, obteniéndose un
crecimiento promedio aproximado de apenas 1 nm (crecimiento aparente desde 3.6 + 1.7
nm a 4.5 £ 1.5 nm). En este caso la muestra S_Np1_s/r fue obtenida sin aplicar reflujo,
por lo tanto no fue expuesta a un tratamiento a alta temperatura, que le impartiera la
energia necesaria para continuar creciendo. Comparando los valores de tamafo
obtenidos para las demas sintesis luego del cambio de ligando se puede observar que el
ancho de varilla en todas ellas es equivalente, habiendo unicamente una variacioén en el
largo de las mismas. Esta variacion es notoria al comprar las muestras S_Np1_c/r 4 y
S_Np1_c/r_12 con la muestra S_Np1_x10_c/r_4, observandose una variacién de casi 10

nm. Si se tiene en cuenta que las dos primeras fueron obtenidas a partir de S_Np1 cuya
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morfologia era de disco de 3.6 £ 1.7 nm, se puede observar un aumento marcado del
largo de las particulas, pasando de 3.6 nm a 15.5 nmy 17.0 nm de largo promedio. Como
el ancho de las varillas obtenidas es aproximadamente el mismo para todas, e incluso a
la muestra S_Np1, se puede deducir que las varillas obtenidas en el proceso de cambio
de ligando fueron producto de la coalescencia de las nanoparticulas de la muestra
S_Np1, uniéndose de tal forma de mantener su preferencia de crecimiento a lo largo del
eje cristalografico ¢, como se ha visto en las imagenes de TEM en este trabajo. En
contraposicion al marcado crecimiento de estas dos sintesis, se encuentra el caso del
crecimiento longitudinal de tan solo 7 nm de la sintesis S_Np1_x10_c/r_4, recordando que
la misma se obtiene a partir de varillas de 4.1 x 20.2 nm de ancho y largo promedio.
Estos resultados son otro indicio de la preferencia del BiSs en crecer como varillas,

dejando casi invariante el ancho de las mismas.

73
Tamafio d

e particula (hm)

Figura 35: Imagenes de TEM (a) con el correspondiente histograma de distribuciéon de tamano de

particula (c) y el andlisis de planos cristalinos (b) de la muestra S_Np1_s/r.
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Figura 36: Imagenes de TEM (a) y HR-TEM (c), histograma de distribucién de tamafio de particula

(b) y analisis de planos cristalinos (inserto en d) de la muestra S_Np1

Figura 37: Imagenes de TEM (a) y HR-TEM (c)
(b) y analisis de planos cristalinos (inserto en d

Figura 38: Imagenes de TEM (a) y HR-TEM (c),

(b) y analisis de planos cristalinos (inserto en d) de la muestra S_Np1
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Tamaiio particula

Muestra Morfologia
Ancho (nm) Largo (nm)
S_Np1_s/r Disco 45+1.5 -
S_Np1_c/r 4 Varillas 40+1.8 17.0 £ 10.0
S_Np1_c/r_12 Varillas 45+20 15.5+£10.4
S_Np1_x10_c/r_4 Varillas 42+14 27.5+16.3

Tabla 10: Morfologias y tamafios obtenidos en las sintesis realizadas luego al cambio de

ligando.

Como se puede observar en las Figuras 34-38, todas las muestras fueron caracterizadas
por medio de HRTEM, donde se verifico su cristalinidad, observandose planos cristalinos
en todas ellas. Para todas las muestras donde se obtuvo particulas con morfologia de
discos, el plano cristalino que se reconocié en las particulas fue el corresponde al (2 3 0).
Para las sintesis donde se obtuvo morfologia de varillas, se lograron distinguir varios
planos cristalinos, destacandose la aparicion de los que correspondan a la familia (h k 0),
cuya direccion es paralela a la direccién de crecimiento longitudinal de las particulas.
Otros planos distintivos son el (0 2 1) que aparece en la muestra S_Np1_c/r_4, y cuya
direccién es perpendicular a la direccion de crecimiento longitudinal de las particulas, y el
plano (2 1 1), correspondiente a la muestra S_Np1_x10_c/r_4, el cual se presenta de
forma oblicua a la direccion de crecimiento longitudinal. Todos estos resultados
demuestran que las nanoparticulas obtenidas crecen en la direccidon del gje ¢, a expensas
del alargamiento continuo de los planos (h k 0). Este resultado concuerda con todo lo
discutido en las otras caracterizaciones realizadas a estas particulas y con datos

similares obtenidos en trabajos reportados [80], [84], [88], [141], [148].

Se ha reportado ya la funcionalizacion de las particulas de Bi;Ssz con polimeros
compatibles, como son el poli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA) [149], Tween 20
[78], Pluronic F127 [107], polivinilpirrolidona (PVP) [104] y oxido de silicio junto a
polietilenglicol (SiO2-PEG) [145] para lograr que las mismas fueran biocompatibles. En

estos casos se obtuvieron nanocompdésitos de 754.6 nm utilizando PLGA, nanoesferas de
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50 nm utilizando tanto Tween 20 como SiO»-PEG y platelet de 10 nm x 50 nm x 3-4 nm
utilizando PVP. En todos los casos nombrados, las particulas obtenidas son de mayor

tamano que las funcionalizadas con PVP en este trabajo.

4.2.3. Identificacion del ligando en las muestras

4.2.3.1. Estudio de presencia de ligandos por medjo de espectroscopia IR

La presencia de OLA en el entorno de las nanoparticulas se determind mediante
espectroscopia infrarroja de reflectancia difusa (IR-difusa). En la Figura 39 se muestran
los espectros de las sintesis obtenidas, antes de realizar el cambio de ligando, donde se

comparan los mismos con el espectro de OLA (obtenido en las mismas condiciones).
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Figura 39: Espectros IR de las muestras de Bi2Ss antes del cambio de ligando.

Analizando los espectros se pueden identificar varios cambios entre el espectro de OLA
puro y el obtenido para las particulas de Bi>S;. El mas notorio es la desaparicion de la
banda a 3320 cm-! correspondiente a la vibracion de estiramiento N-H y de su banda de

deformacién en el plano a 1580 cm'. Sumado a esto, se encuentra el corrimiento de la
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banda de deformacion fuera del plano a 820 cm' en los espectros de las muestras.
Ademas, es notable la aparicibn de una banda a 1520 cm-' en todas las muestras,
cercana a la banda de deformacién en el plano del N-H que desaparece. Esta banda sale
en el rango del grupo funcional N*-Hz, lo que seria un indicativo que la OLA se liga a las
nanoparticulas por medio del N sin perder los hidrogenos, y por esta razén desaparece la
banda de estiramiento N-H. Otro cambio a destacar involucra la vibracion de estiramiento
C-N. Esta vibracion aparece cerca de los 1330 cm™ en la OLA sola, pero se corre a
mayores numeros de onda en los espectros de las muestras. Este corrimiento a mayores
numero de onda nos indica que el enlace C-N tiene una mayor constante de enlace,
posiblemente debido a la coordinacion del N a las nanoparticulas, y el cambio en el grupo

funcional de la amina [128], [150].

Se puede apreciar ademas, que en algunos de los espectros de las muestras se pueden
identificar vibraciones correspondientes al AO, como son las bandas de estiramiento del
C=0 a 1707 cm'y del C-O a 1288 cm, y la banda de deformacién O-H a 933 cm-'.

Estas observaciones se muestran en la Figura 40. [128], [151]
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Figura 40: Bandas IR de Vc=0, Vcon Y Ooppoc=on correspondientes al AO, presentes en las

muestras de Bi2S3 antes de realizar el cambio de ligando.
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En base a los resultados obtenidos, podemos asegurar que en las muestras se presenta
excusivante OLA o una mezcla de OLA/AO actuando conjuntamente como ligando (este
ultimo caso es visible en las muestras S_Np1, S_Np3 y S_Np4). Esto ya se ha observado
en sintesis de nanoparticulas semiconductoras obtenidas en solucion utilizando OLA y
AO conjuntamente. En estos casos los ligandos se presentan como complejo acido—base
RCOO —-RNH;*unidas a las nanoparticulas por interaccion de este complejo, donde
puede unirse mono- o bi-dentado a las nanoparticulas, o moléculas “libres”, unidas a las

nanoparticulas por separado (RCOOH y RNH>) [150], [152]-[154].

Analizando los espectros IR de las sintesis luego del cambio de ligando, mostrados en la
Figura 41, se puede apreciar claramente la presencia de PVP en las muestras. Un
cambio en las bandas de vibracion es el corrimiento hacia menores numeros de onda de
la banda de estiramiento C=0 del PVP en las muestras, lo que nos permite sospechar

una interaccion entre el ligando y las nanoparticulas [128], [155].
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Figura 41: Espectros IR de las muestras de Bi2S3 luego del cambio de ligando.
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Otra observacion es la presencia de OLA en la sintesis S_Np1_s/r. Esta afirmacion se
puede observar en la Figura 42, donde se muestran las principales bandas de OLA en la
muestra S_Np1_s/r. En las otras muestras se observé solo la presencia de PVP. Por lo
tanto, se deduce que el reflujo es indispensable para que se dé el intercambio completo

de ligando.
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Figura 42: Bandas IR de vasch:, VScHz, Oipn-H, Oip=cH Y O0pp-cH=cH- correspondientes a la OLA,

presentes en las muestras de Bi2Ss luego de realizar el cambio de ligando.

Estos resultados confirman que el cambio de ligando fue exitoso cuando se utilizod reflujo,
por lo que habilita la utilizacion de las nanoparticulas sintetizadas en los posteriores

ensayos /n vitro.

4.2.3.2. Estudio de presencia de ligandos por medio de DSC-TGA

En las Figuras 43 y 44 se muestran a modo representativo los diagramas de DSC y TGA
obtenidos para las muestras S_Np1_x10 y S-Np1_x10_c/r_4. En la Tabla 11 se resumen

los resultados de pérdida de masa del ligando.
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Figura 43: DSC y TGA obtenidos para la muestra S_Np1_x10, comparado con el ligando

OLA.
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Figura 44: DSC y TGA obtenidos para la muestra S_Np1_x10_c/r_4, comparado con el
ligando PVP.
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Tamaiio particula

Superficie % pérdida
Muestra Morfologia Ancho
Largo (nm) (nm?) de masa
(nm)
S_Np1 Disco 35+1.6 - 38 17.5
S_Np2 Disco 73124 - 167 13.38
S_Np3 Varillas 44+14 182174 282 21.74
S_Np4 Varillas 102+28 4591+20.2 2126 7.38
S_Np1_x10 Varillas 41+£1.2 20.2+57 287 12.13
OLA - - - - -
S_Np1_s/r Disco 45+15 - 64 14.8
S_Npi_c/r 4 Varillas 40+1.8 17.0 £ 10.0 214 64
S_Np1_c/r_12 Varillas 45+20 15.5+10.4 219 73
S_Np1_x10_c/r 4  Varillas 42+14 275+ 16.3 363 22

PVP - - - - -

Tabla 11: Pérdida de masa para las muestras analizadas por TGA.

La primera observacion a destacar es que en todos los casos los eventos de la curva de
los DSC se presentan en el rango de temperatura correspondiente a los ligandos, tanto
para antes como para después del cambio de ligando. En el caso de la muestra
S_Np1_s/r, ademas del evento correspondiente al PVP es posible observar que en el
rango 200-300°C también hay presencia de eventos térmicos. En este rango se
encuentra la descomposicién de la OLA, y dado el resultado obtenido al analizar el
espectro IR de esta muestra, se puede afirmar que efectivamente se observa la

descomposicién de la OLA a dicho rango de temperatura.

En la Tabla 11 se presenta la pérdida de masa correspondiente a cada una de las
muestras analizadas, donde se determind ademas su superficie de acuerdo a los
tamanos obtenidos por TEM. Se puede observar que a mayor tamafio de particula menor
es la cantidad de ligando OLA, cuando se compara igual morfologia. En el caso de las

muestras S_Np3 y S_Np1_x10, donde ambas tienen similar tamano, superficie y
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morfologia, se observa que la primera tiene casi un 80% mas ligando que segunda. La
diferencia entre ambas radica en el modo de obtencidén de las mismas, por lo tanto en
puede determinar que el volumen de reaccion empleado es un factor determinante en la

cantidad de ligando unido a las particulas luego de la reaccion.

Por otro lado, cuando el ligando es PVP, se logra observar que a mayor tiempo de reflujo
mayor es la cantidad de ligando unido a la nanoparticula, siendo esto otro indicio que el

reflujo es un factor clave en el eficiente proceso de cambio de ligando.

4.3. Estudio de Estabilidad de las nanoparticulas obtenidas por el método “Hot

Injection”

Con este estudio se evalu6 si las nanoparticulas de Bi.S; sintetizadas se disolvian en los
medios donde se incorporarian para su aplicacion final, y se examiné la estabilidad que
presentaban sus suspensiones. La determinacion de esta estabilidad es muy importante
porque nos brinda un acercamiento al comportamiento de las nanoparticulas, sobre todo
en medios biolégicos. Para este estudio se emplearon las nanoparticulas obtenidas en la
sintesis S_Np1_x10_c/r_4, cuyo resultado fue el mas prometedor para emplearlas luego
en estudios /n vivo. La eleccion de los medios se basoé principalmente en las diferentes
viscosidades que presentaban y en la presencia de agentes que puedan generar
interacciones no especificas con las nanoparticulas. Los medios utilizados fueron agua
miliQ (con y sin agregado de 5% de goma Xantana), medio de cultivo celular DMEM (con

y sin agregado de suero fetal bobino (SFB)), SFB solo y plasma sanguineo.

Para testear la estabilidad de las nanoparticulas primero se realizé un analisis de la
solubilidad de las nanoparticulas en agua miliQ y en medio DMEM sin SFB. El resultado

de este primer ensayo se puede observar en la Figura 45.
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Figura 45: Concentracion de la suspension en funcion del tiempo de la muestra S_Np1_x10_c/r_4

en agua y medio de crecimiento celular DMEM sin SFB.

Mediante los resultados obtenidos en este ensayo de solubilidad se puede considerar que
no existe una disolucion significativa de nanoparticulas en el tiempo, principalmente en
medio de cultivo DMEM. Este resultado nos asegura que tanto en el ensayo de
estabilidad como en los ensayos /n vifro a realizar el compuesto no se disolvera. La
diferencia entre el resultado de solubilidad obtenido para el agua miliQ y para el DMEM
puede deberse a la alta solubilidad que el PVP presenta en agua [127] y que en el medio
DMEM preferentemente se generaria una corona protectora que ayude a la estabilidad de

las particulas y a su no disolucion.

Como siguiente paso se evalud la estabilidad en diferentes medios de las nanoparticulas.
El estudio se dividi6 en la evaluacion de dos parametros: estabilidad de diferentes
concentraciones de nanoparticulas, y comparacion de la estabilidad de una concentracion
fija de nanoparticulas en distintos medios. La determinacion de la estabilidad de distintas
concentraciones de nanoparticulas se realizé en agua miliQ (con y sin agregado de goma

Xantana) y en medio celular DMEM (con SFB). El resultado de esta determinacién se
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muestra en la Figura 44, donde se especifica la estabilidad en funcién del tiempo de la
muestra S_Np1_x10_c/r_4. En la Tabla 12 se presentan las velocidades de decantacion
de las nanoparticulas en los distintos medios, calculada como la pendiente de las curvas
mostradas en la Figura 46. Las concentraciones empleadas para el ensayo fueron de 5,

20, 60 y 100 pg/mL para ambos solventes.

= 5pug/mLAgua © 5 pug/mL Agua+Goma ® 5 ug/mL DMEM
e 20 pug/mLAgua © 20 pug/mL AguatGoma o 20 pug/mL DMEM
A 60 pug/mLAgua 4 60 ug/mL AguatGoma 4 60 ug/mL DMEM
¢ 100 pg/mL Agua ¢ 100 pg/mL Agua+Goma < 100 pg/mL DMEM
100 4
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Figura 46: Curvas de Estabilidad en funcion del tiempo para la muestra S_Np1_x10_c/r_4, a
concentraciones entre 5 y 100 pm/mL en agua (con y sin goma Xantana) y medio de cultivo

DMEM.
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Velocidad de decantacion pg/(min*mL)

Concentracién
Mg/mL Agua Agua + 5% Xantana DMEM
5 0.0018 (+0.0022) 0.0050 (+0.0026) 0.0056 (+0.0038)
20 0.0248 (+ 0.0044)  0.0220 (+ 0.0050) 0.0246 (+ 0.0036)
60 0.068 (+0.028) 0.067 (+0.014) 0.066 (+0.010)
100 0.124 (£0.048) 0.109 (£0.024) 0.103 (£0.022)

Tabla 12: Velocidad de decantacion de nanoparticulas

Los resultados demostraron que las suspensiones de nanoparticulas son menos estables
en el tiempo a medida que la concentracion de la suspension aumenta, en todos los
solventes ensayados. Ademas a medida que la viscosidad del medio aumenta, las
suspensiones son mas estables. Es de destacar que para concentraciones bajas, como
es el caso de 5 pg/mL, la decantacion de las nanoparticulas en el tiempo del ensayo es

casi nula.

Para la comparacion de la estabilidad de las nanoparticulas en una mayor variedad de
medios se eligié la concentracion de 60 ug/mL. Los medios que se compararon fueron
agua miliQ (con y sin goma Xantana), medio de crecimiento celular DMEM (con y sin
SFB), SFB solo y plasma sanguineo. El resultado obtenido se puede observar en la

Figura 47.
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Figura 47: Curvas de Estabilidad en funcion del tiempo para suspensiones de la muestra

S_Np1_x10_c/r_4 en distintos medios, a una concentracion de 60 pm/mL.

Este estudio permiti6 comprobar nuevamente que a medida que aumentamos la
viscosidad del medio la suspension de las nanoparticulas se hace cada vez mas estable.
Ademas, se observa que con la presencia de proteinas en el medio ésta estabilidad
también aumenta. Este fendmeno se puede deber a la generacién de la biocorona que
protege las nanoparticulas. Es sabido que las nanoparticulas en medios bioldgicos, como
es la sangre, interaccionan con las proteinas y demas componentes del medio. En estos
casos se pueden dar dos posibilidades. Si la adsorcién de proteinas a las particulas es
grande, la alta presencia de proteinas produce la aglomeracion y desestabilizacion de las
nanoparticulas, ocasionando su rapida liberacion via reticulo-endotelial. La otra
posibilidad se presenta al tener ligandos poliméricos en las nanoparticulas. Estos
ligandos ayudan que la biocorona desminuya su tamafio y pueda ayudar a la

estabilizacion de las nanoparticulas [75], [76], [156]. En nuestro caso, la estabilidad que
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presentan las nanoparticulas en plasma sanguineo es un indicativo que ocurre el
segundo caso, y que las mismas podrian llegar al érgano blanco al ser inyectadas por via

sanguinea.

Se realizé ademas la evaluacién de la carga de la capa de biocompatibilidad de las
nanoparticulas. Dicha capa actua como enmascarante de las nanoparticulas, dado que
es quien interacciona con la membrana celular y en algunos casos permite la entrada de
las nanoparticulas a las células. En el caso del PVP, el grupo carboxilico da a las
nanoparticulas una carga negativa, resultado que se puede observar en la Tabla 13,
donde se muestran los potenciales Z realizados a distintas concentraciones de

nanoparticulas en agua y en medio de cultivo DMEM.

Concentracién de _ Potencial Z Desviacion estandar
nanoparticulas (ug/mL) Medio (mV) de Z (mV)
100 Agua -34.5 5.73
100 DMEM completo -18.1 7.59
1000 Agua -28.5 3.35

Tabla 13: Resultados de Potencial Z de nanoparticulas S_Np1_x10_c/r_4, en distintas

concentraciones y diferentes medios de dispersion.

Es posible observar en los resultados obtenidos que para un mismo solvente, a mayor
concentracion de nanoparticulas mas neutro es el potencial superficial de las mismas.
Esto posiblemente se deba a la aglomeracién de las nanoparticulas, que venciendo la
carga de repulsidon se aglomeran para evitar interacciones con el ambiente. Ademas se
puede observar que en medio de cultivo DMEM completo, la carga superficial se torna
considerablemente mas neutra. Esto es una prueba de la interaccion que las
nanoparticulas tienen con los componentes del medio de cultivo, especialmente las
proteinas, que ayudan a neutralizar la carga superficial e influyen en la interaccion

nanoparticulas-células [76]. De esta forma la carga negativa que presenta permitiria la
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entrada de las nanoparticulas a las células, proceso que es deseado para la aplicacion

final.

4.4. Ensayos Toxicologicos de las nanoparticulas

Se estudid la citotoxicidad y la ecotoxicidad de las nanoparticulas de la sintesis
S_Np1_x10_c/r_4. La citotoxicidad se evalué en ensayos /in vifro utilizando células
humanas de cancer de mama (MCF7), cuyos resultados fueron determinados por dos
técnicas colorimetrias diferentes, utilizando los indicadores MTT y Trypan Blue. En el
caso del ensayo de ecotoxicidad, se realizaron ensayos /n vivo de toxicidad aguda
utilizando como organismos test clodoceros Dgphnia Magna, determinando su viabilidad

mediante la observaciéon de su inmovilidad/mortandad.

4.4.1. Ensayos de Citotoxicidad

La evaluacion de la viabilidad de las células MCF7 se realizé utilizando distinto rango de
concentraciones para cada uno de las técnicas de evaluacion. En el caso de la
evaluacion utilizando Trypan Blue el rango fue de 1 pyg/mL a 5000 ug/mL, pero en el caso
donde se utiliz6 MTT como colorante fue de 5 ug/mL y 100 pg/mL. Esta eleccidén se baso
en que a mayores concentraciones las nanoparticulas, que presentan una coloracion
negra, pueden influenciar en la medida de fluorescencia del indicador en el ensayo con
MTT, ocasionando asi una sobreestimacién de viabilidad celular. En las Figuras 48, 49 y
50 se muestran los resultados de los ensayos de viabilidad obtenidos con cada una de

las técnicas.
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Figura 48: Viabilidad de células MCF7 incubadas con distintas concentraciones de nanoparticulas

obtenida mediante lectura con MTT luego de 6 y 24 h de incubacion.
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Figura 49: Numero de células MCF7 vivas con respecto al blanco incubadas con concentraciones
de nanoparticulas entre 0-1000 pg/mL obtenida mediante lectura con Trypan Blue luego de 24, 48

y 72 h de incubacion.
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En el caso de la medida de viabilidad utilizando MTT (Figura 48), el resultado luego de 6
h de incubacién de las células con nanoparticulas es constante para todas las
concentraciones testeadas, pero el resultado no es tan directo cuando se observa la
viabilidad celular luego de 24 h de incubacién. En este ultimo caso hay una tendencia a la
disminucién de la viabilidad con el aumento de la concentracién de las nanoparticulas si
solo analizamos los valores medios de los resultados. Pero si tomamos en cuenta los
errores de las medidas no podemos asegurar que hay una disminucion de la viabilidad en
funcion de la concentracion, dado que los intervalos de confianza de los datos se solapan
en todos los casos, lo que nos permite afirmar que no hay cambios visibles en las
viabilidades para las concentraciones testeadas. La alta desviacién estandar de los
valores se puede deber al error en la técnica utilizada dado que, como se discutié
anteriormente, las nanoparticulas presentan una coloracion que puede influir en la
medida de fluorescencia, en la que se basa la obtencién de resultados de la técnica.
Como las medidas de viabilidad realizada con el ensayo de MTT corresponden a
viabilidades obtenidas con 6 y 24 h de incubacion conjunta de células con nanoparticulas,
se evaluo los resultados de viabilidad a mayor tiempo de incubacion (Figura 49), en este
caso la viabilidad se evalué mediante medida con TrypanBlue luego de 24, 48 y 72 h de
incubacién. En el caso de 24 h, las concentraciones de nanoparticulas testeadas
corresponden a las mayores concentraciones medidas mediante el ensayo con MTT

(Figura 46) debido al alto error que se presento en el ensayo.

Para estudiar la viabilidad de las células incubadas con nanoparticulas a tiempos
mayores, se utilizé la lectura por tincion con Trypan Blue, debido al alto error que
presentd el ensayo de MTT en el conteo luego de 24 h de incubaciéon de células con
nanoparticulas. Como se puede observar en la Figura 49, el porcentaje de células vivas
obtenido son comparables con los valores obtenidos para los blancos ([Bi-S3] = 0 ug/mL),
para todos los casos testeados. Esto nos permite afirmar que las nanoparticulas
obtenidas no son citotdxicas en las concentraciones testeadas, al incubar células

cancerigenas MCF7 conjuntamente con estas nanoparticulas durante 24, 48 0 72 h.

Dado los resultados obtenidos, y con el fin de encontrar el rango de concentraciones a las

cuales las nanoparticulas no signifiquen un dafo para las células, se amplié el rango de
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concentraciones de nanoparticulas testeadas, utilizandose en este caso un rango de 0 a

5000 pg/mL. El resultado de este ensayo se muestra en la Figura 50.
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Figura 50: Numero de células MCF7 vivas con respecto al blanco incubadas con concentraciones
de nanoparticulas entre 0-5000 pyg/mL obtenida mediante lectura con Trypan Blue luego de 72 h

de incubacion.

Los resultados obtenidos en este ensayo, nos muestran que el porcentaje de células
vivas medidas con TrypanBlue de las células incubadas con nanoparticulas fueron
cercanos a los valores obtenidos para el blanco (células sin agregado de nanoparticulas),
salvo para la mayor concentracion testeada, que corresponde a una concentracion de
5000 pg/mL. En este ultimo caso la viabilidad celular decae un 55%, comparada con el
blanco. Por lo tanto, por medio de este ensayo se puede asegurar que para
concentraciones entre 1 y 2500 ug/mL, las nanoparticulas de Bi;Ss ensayadas no son
citotdéxicas para las células humanas de cancer de mama MCF7, pudiéndose utilizar

cualquier concentracion dentro de ese tango para los ensayos posteriores.

En trabajos reportados por varios autores, especialmente aquellos donde se estudia la

utilizacion de nanoparticulas de Bi»Sz en medicina, se ha estudiado la citotoxicidad de las
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nanoparticulas sintetizadas por sus autores en varias lineas celulares. Dentro de las mas
utilizadas se destacan las lineas murinas 4T1, RAE264.7 y L929, y las humanas HK-2,

PC3, HeLa y MCF-7, como se puede observar en la Tabla 14.

Resumen de
Tiempo de resultados de
Conc. . .
Linea celular Np incubacion Citotoxicidad Ref.
(ug/mL) )
(h) Conc. Viab
(ug/mL) (%)
50 90
Bi2S3-Tween [78],
4T1 0-300 24 100 85
20 [109]
200 80
0-
RAE264.7 Murina Bi2S3-PF127 24 1.6 80 [107]
3200
24 No citotdxicas
100 -
L929 Bi2S;@BCA 48 No citotoxicas [157]
1000
72 1000 85
25 -
Bi2Ss@SiO2 24 No citotoxicas [110]
200
HK-2
0- 24
Bi2S3-PLGA No citotoxicas [149]
5000 48
12 1000 80
Humana 0- 24 1000 80
PC3 Bi2S3-PVP [93]
1000 500 95
48
1000 90
0-
HelLa Bi2S3-PVP 24 3000 80 [103]
3000
MCF-7 Bi2Ss@SiO2 0-25 24 No citotoxicas [110]

Tabla 14: Resumen de ensayos de citotoxicidad con Bi2S3s con diversos ligandos y cubiertas,
especificando las distintas condiciones empleadas en el ensayo, como el tipo de células en las
cuales se evalud, el rango de concentracién de nanoparticulas utilizado, las horas de incubacion

de las células con las nanoparticulas, y los principales resultados obtenidos en el analisis.
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Los resultados obtenidos por los autores indican la baja toxicidad de las particulas
sintetizadas para las concentraciones testeadas, obteniéndose en los casos mas
desfavorables cerca de 80% de viabilidad celular [93], [103], [107], [109]. Es de destacar
que el tiempo de incubacién de las células junto a las nanoparticulas fue en la mayoria
solo 24 h, y que la concentracion de nanoparticulas super6 1000 pyg/mL solo en pocos
trabajos [103], [107], [149]. En aquellos casos donde se utilizaron nanoparticulas de Bi>S3
con PVP como ligando se llegd a un 80% de viabilidad celular a las concentraciones de
1000 pg/mL y 3000 pg/mL en células humanas de cancer de prostata PC3 [93] y de
cancer cérvico-uterino HelLa [103] respectivamente. En el Unico caso donde se comprobd
la citotoxicidad en células humanas de cancer de mama MCF7, las particulas de BiS3
contenian una capa de silica mesoporosa recubriéndolas, y la maxima concentracion
testeada fue 25 pg/mL [110]. Por lo tanto los ensayos realizados en este trabajo,
corresponden al primer trabajo que evalla la citotoxicidad de particulas de Bi»S; con PVP
como ligando en células MCF7, hasta concentraciones tan altas como 5000 pg/mL

durante 72 h.

Una observacién a destacar fue la presencia de aglomerados de nanoparticulas en el
medio celular, que se logran ver por microscopio 6ptico, como se pueden observar en la
Figura 51. Por lo tanto, la eleccion de la concentracion de nanoparticulas en los
siguientes ensayos fue escogida en base a la disminucion de estos aglomerados en el
medio celular, como forma de prevenir la posible interferencia en la medida de viabilidad,
dado que las nanoparticulas presentan color negro y las medidas de viabilidad con

Trypan Blue se obtienen por medio de analisis de contraste en un contador automatico.
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Figura 51: Imagenes de microscopia oOptica de células MCF7 luego de 72 h de incubacion
conjunta con concentraciones de 0 (a), 1 (b), 10 (c), 100 (d) y 1000 (e) yg/mL de nanoparticulas
de Bi2Ss.

4.4.2. Ensayos Ecotoxicologicos

Como se mencion6 anteriormente, los ensayos de toxicidad aguda se realizaron en
cladoceros Daphnia Magna, evaluando su inmovilidad/mortalidad a las 24 y 48 h como
lectura final. Para realizar el ensayo se varié la concentracién de nanoparticulas entre
0,05 - 100 mg/L, de forma de abarcar el mayor rango de toxicidad para organismos
acuaticos, y teniendo en cuenta que las sustancias que presenten un efecto letal para los
organismos acuaticos en concentraciones mayores a 100 mg/L se consideran no toxicas
[158]. Teniendo en cuenta la velocidad de decantacion calculado en 3.3 (Estudio de
Estabilidad de las nanoparticulas obtenidas por el método “hot injection”), es posible tener

suspensiones estables de nanoparticulas en agua solo hasta 13.5 h. Por lo tanto, los
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ensayos de ecotoxicologicos se realizaron por un lado solo suspendiendo las
nanoparticulas en agua MiliQ, y por otro lado suspendiendo las nanoparticulas en una
solucion de Goma Xantana en agua, con una concentracion de 100 % (m/v). Este ultimo
caso se realizd para simular la presencia de los agentes dispersantes de nanoparticulas
que se conocen que existen en el medio acuatico, como puede ser la materia organica o

minerales [159], [160].

En todos casos testeados, no se presentaron casos de inmovilidad/mortalidad de
Daphnia magna a las 24 y 48 h para las concentraciones de S_Np1_x10_c/r_4 entre 0,05
- 100 mg/L, tanto cuando se utilizé o no goma Xantana como dispersante. Esto indica que
las nanoparticulas S_Np1_x10_c/r_4 no presentan toxicidad aguda en dichas

concentraciones para el organismo testeado.

Sin embargo, se logré observar el depésito de nanoparticulas en el fondo del vaso donde
fue realizado el test. Este depdsito fue irregular en todos los casos, dandose un mayor
deposito a medida que las concentraciones aumentaban, en concordancia con el ensayo
de estabilidad realizado. Con adicion de goma Xantana se mejord la suspension de las
nanoparticulas. En los casos donde se utilizaron concentraciones entre 0,05 y 10 mg/L no
se observaron depoésitos en el fondo del vaso. Sin embargo, a concentraciones mayores
a 10 mg/L si se percibié el depdsito. A modo comparativo, en la Figura 52 se muestran
fotografias tomadas al fondo de los recipientes utilizados para el analisis luego de 24 h de

incubacion de los coldoceros junto a las nanoparticulas.
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Figura 52: Recipientes del ensayo de ecotoxicidad aguda de Daphnia magna con concentraciones
de nanoparticulas de 0, 10 y 100 mg/L en agua miliQ (a, b y ¢) y una solucién acuosa de goma

Xantana (d, e y f).

En este ensayo también se observd el tracto digestivo de los claddceros mediante
observaciéon visual y microscopia 6ptica. En todos los casos, menos en aquellos de
menor concentracion de goma Xantana (entre 0,05 y 10 mg/L de S_Np1_x10_c/r_4), se
observé la incorporacion de las nanoparticulas al tracto digestivo, identificado por la
coloracion a negro del mismo, que se mantuvo en todo el ensayo. En la Figura 53 se
muestran imagenes de microscopia optica de los organismos analizados para algunas
concentraciones testeadas. En algunos casos donde fue empleada goma Xantana, la
franja negra del tracto digestivo estaba interrumpida, posiblemente debido a la ingesta de
goma, cuya coloracion es mas clara que la de las nanoparticulas. La ingesta de

nanoparticulas puede ser peligrosa para los organismos por ocasionar una disminucion
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en su ritmo de alimentaciéon, ocasionando un déficit de energia, que tiene como
consecuencia una disminucion en la reproduccién, y por ende un decrecimiento de la
poblacion de dichos organismos [161]. Pese a la ingesta de las nanoparticulas, por medio
de las microscopias Opticas se puede observar que las mismas aun contindan en el tracto
digestivo a las 48 h. Esto nos indica que las nanoparticulas no fueron internalizadas en
otros o6rganos, especialmente en la camara incubadora de crias en la que puede
influenciar en la reproduccién de los organismos, y que no hay una ruptura visible de la

membrana del tracto digestivo [162].

Figura 53: Imagenes de Microscopia optica de Daphnia magna del Ensayo de Test Agudo para: a-
Control con agua, b- 6,25 mg/L de CL4 en agua, c- 10 mg/mL en agua, d- control de goma

Xantana, e- 6,25 mg/L en agua con goma Xantana y f- 10 mg/L en agua con goma Xantana.
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Es de destacar que ni las nanoparticulas ni la goma Xantana quedaron adheridas a las
antenas del cladécero. Esto es importante debido a que la Daphnia magna es un
organismo que utiliza las mismas con fines alimenticios y de movilidad. Su alimentacion
se realiza a partir de filtracion de los alimentos con el movimiento de las antenas, que
crea un flujo constante para mantener el alimento fluyendo hacia el sistema digestivo, a la
vez que le permite el desplazamiento necesario para continuar son su ciclo de vida [163].
En el caso contrario, si hubiera presencia de estos compuestos en las antenas, podrian
impedir tanto la alimentacion como el movimiento de los organismos en el agua, lo que

produciria la muerte de los mismos.

4.5. Estudios de nanoparticulas como radiosensibilizadores

Los estudios de radiosensibilizacion se realizaron en células MCF7, incubadas durante 24
h en placas individuales de 35 mm. En estas placas se sembraron 0.25 x108 células y se

incubaron durante 24 h antes de realizar los ensayos correspondientes.

En una primera instancia se optimizaron los parametros de dosis de irradiacion, tiempo
de espera post-irradiacion para la lectura del resultado, y cambio de medio de cultivo

celular.

4.5.1. Optimizacion de parametros de ensayos

La idea de optimizar los parametros de los ensayos celulares es lograr tener las
condiciones a las cuales se da un dano en las células MCF7, pero al mismo tiempo que
no ocasione la muerte de todas las células. De esta forma se lograria ver un cambio en la
viabilidad celular cuando se evalue el empleo de las nanoparticulas como
radiosensibilizadores. Para optimizar la dosis a suministrar a las células y lograr detectar
muerte celular se irradiaron las células con dosis que variaron entre 2 y 8 Gy, y se midio
el resultado de dicha irradiacion en tiempos post-irradiacion que variaron entre 24 y 96 h.

Los resultados de esta prueba se pueden observar en la Figura 54, donde se muestra la
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viabilidad celular obtenida para las distintas dosis y los distintos tiempos de conteo pos-

irradiacion.
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Figura 54: Viabilidad de células MCF7 irradiadas a distintas dosis (en Gy) cuyo resultado fue leido

a diferentes tiempos luego del paso de irradiacion.

Este ensayo demostré que los mejores resultados se obtienen para dosis de 2 Gy, dado
que para esta dosis se puede apreciar muerte celular, mientras que para el resto de las
dosis ensayadas no se logré observar un cambio apreciable de éste parametro. Es de
destacar que esta dosis corresponde a la utilizada en tratamientos fraccionados que se
emplean en pacientes tratados con radioterapia, por lo tanto corresponden a dosis
tolerables por las células sanas, y es un buen punto de comparacion con otros estudios
[22], [23], [37]. Con referencia al tiempo de conteo post-irradiacion se estudiaron tiempos
que varian desde uno a cuatro dias después del procedimiento. Como resultado se
observa una mayor disminucion del numero de células vivas con respecto al blanco a las
48 h post-irradiacién. A las 72 h el numero de células vivas aumenta, posiblemente
debido al crecimiento celular en los espacios libres que quedaron por la anterior muerte
celular. El ultimo tiempo testeado corresponde a 96 h, en cuyo caso el numero de células

vivas con respecto al blanco es mucho menor al obtenido para 72 h. Esto es producto del
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continuo crecimiento celular durante todo este tiempo, que produce un desprendimiento
de la capa celular y la pérdida de la monocapa inicial necesaria para el correcto analisis,
como se comprobd por microscopia optica. Como resultado se obtiene el conteo de las
células vivas solamente pegadas y se pierde la informacion de células que se encuentran

libres en el medio de cultivo.

Debido a los resultados obtenidos, todos los siguientes ensayos se realizaron irradiando
las muestras con una dosis de 2 Gy y la lectura de los resultados se realizé en un tiempo

post-irradiacion de 48 h.

A la hora de realizar los ensayos que involucran nanoparticulas, hay que tener en cuenta
el cambio de medio de las células luego de colocar las nanoparticulas, paso clave que
puede involucrar un cambio en la concentracion de las nanoparticulas que efectivamente
estan presentes en el momento de la irradiacion. Este paso se evalué considerando tres
condiciones. Las dos primeras corresponden a un cambio de medio antes de realizar el
paso de irradiacion, el cual se correspondié a 2 mL o 3 mL. La tercera condicion evaluada
fue el agregado de medio post-irradiacion, cuyo volumen correspondié a 1 mL. En la

Figura 55 se pueden observar los resultados obtenidos en esta etapa.
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Figura 55: Evaluacién de la diferencia entre el agregado de medio (AM) post-irradiacion y el

cambio de medio (CM) pre-irradiacion en el nimero de células vivas.
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En esta etapa se observa que el agregado de medio post-irradiacién provoca un
crecimiento mayor de las células, lo que puede ser producto del agregado de nutrientes
que no fueron modificados por la irradiacion y por la disolucion de especies reactivas
producidas en el momento de la irradiacion. Por este motivo en los siguientes pasos se
realizé la evaluacion de los resultados realizando el cambio de medio pre-irradiacion, con
un volumen de 2 mL. Como se ve ademas que no hay diferencia al realizar el cambio de
medio utilizando 2 o 3 mL, los siguientes ensayos cuando fue necesario el cambio de

medio se utilizé 2 mL.

4.5.2. Ensayo empleando conjuntamente irradiacion y nanoparticulas

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la etapa de optimizacion de parametros
de ensayo, en esta etapa se analizaron dos condiciones claves que podian influir en el
resultado de radiosensibilizacion de las nanoparticulas a las células MCF7. Uno de ellos
corresponde a la purificacion de las nanoparticulas por medio de dialisis. En este caso se
estudio la viabilidad celular con el agregado de nanoparticulas con y sin dializar, para
células irradiadas y no irradiadas. La otra condicién a analizar correspondié a al sonicado
de la muestra, donde se vario la fuente de sonicado, comparando un bano de ultrasonido
y una sonicador con sonda. Esta evaluacion se realizé enfocandose en la dispersion que
las nanoparticulas podrian tener en la suspension con medio de cultivo como solvente.
Considerando que este medio contiene proteinas que pueden unirse a las nanoparticulas
y tener un efecto aglutinante, es necesario determinar si es indispensable evitar la
aglomeracion de las nanoparticulas para que las mismas tengan un mayor impacto en la
radiosensibilizaciéon de las células. Los resultados de estos ensayos se muestran en la

Figura 56.
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Figura 56: Numero de células vivas con respecto al blanco de ensayos empleando conjuntamente
irradiacion y nanoparticulas. Estas muestras se comparan en distintas condiciones, donde “d”
indica que la muestra fue dializada, “nd” que la muestra no fue dializada, “s” corresponde a que la
muestra fue sonicada con sondicador con sonda (las que no se indican con “s” fueron sometidas a

bafo de ultrasonido), e “Irr” indica que las muestras fueron irradiadas.

De acuerdo a los valores de viabilidad obtenidos se puede observar que dializar la
muestra incrementa la citotoxicidad de las nanoparticulas. Esto posiblemente se deba a
la pérdida de polimero biocompatible que recubre las mismas durante la dializacion.
Luego de la irradiacion el numero de células vivas para el caso de las nanoparticulas
dializadas es practicamente el mismo que el blanco. Esto puede deberse al hecho de
tener menor cantidad de células en la placa previo a la irradiacion, lo que determina que
el efecto de la irradiacion no sea equivalente en ambos casos, con y sin nanoparticulas
presentes. Al comparar el numero de células vivas respecto al blanco previo a la
irradiacién, utilizando nanoparticulas no dializadas, se observa que en ambos casos (con
y sin sonicado con sonda) no hay una diferencia apreciable respecto al valor obtenido
para el blanco. Esto era de esperar teniendo en cuenta el previo ensayo de citotoxicidad
realizado, donde a la concentracién utilizada en este ensayo (50 pg/mL) las
nanoparticulas no tenian efecto citotdxico en las células MCF7. Luego de la irradiaciéon de
las células conteniendo nanoparticulas solo se observé efecto de la irradiacion en el caso

donde las nanoparticulas fueron suspendidas utilizando un sonicador de sonda. Este
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hecho no es trivial, dado que la mejor suspensién de las nanoparticulas permite evitar los
aglomerados de las mismas, y de esta forma que se mantengan como particulas de
tamarno nanométrico durante mas tiempo, permitiendo asi la internalizacién celular de las
particulas. Esta incorporacion al interior celular es necesaria para que los fendmenos
secundarios, producidos por las nanoparticulas al eliminar la energia absorbida, tengan
efecto en las adecuadas moléculas blanco, como son el agua citosdlica, el ADN o las

moléculas de membrana, entre otras.

Por lo tanto, el mejor resultado obtenido fue cuando se utilizé conjuntamente irradiacion y
nanoparticulas no dializadas y suspendidas utilizando sonicador de sonda. En este caso
se observo que el numero de células vivas con respecto al blanco, a las 48 h luego de
irradiar la muestra con una fuente de %Co con una dosis de 2 Gy, decayo 38% al
compararla con el blanco. Los mejores resultados se resumen en la Figura 57, donde se
presenta el numero de células vivas con respecto al blanco para células con y sin

nanoparticulas antes y después de la irradiacion.
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Figura 57: Numero de células vivas con respecto al blanco de ensayos empleando conjuntamente

irradiacion y nanoparticulas a una concentracion de 50 ug/mL.
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Si se desea comparar este resultado con los obtenidos por otros autores en trabajos
similares, dicha comparacién resulta muy dificil debido a que las condiciones de los
ensayos son muy variables y los resultados se expresan empleando diferentes
parametros. Un parametro relevante a calcular es la relacion de mejora del efecto
mediada por la presencia de las nanoparticulas (NER, del inglés NP-mediated

enhancement ratio) [67], cuyo calculo se realiza de la siguiente manera:

NER Viabilidad obtenida a una dosis determinada

~ Viabilidad obtenida a la misma dosis empleando np

Este parametro debe de ser lo mas alto posible para lograr obtener un aumento en la
muerte celular empleando nanoparticulas, junto con irradiacién. Si se calcula el NER para
la condicién de la Figura 57, se obtiene un valor de 0.58. En ensayos /n vifro, donde se
estudia la viabilidad celular a multiples dosis, es posible obtener una curva de
supervivencia, pudiendo definir dos parametros principales a partir de ella. El primero es
el factor de mejora de la dosis (DEF del inglés dose enhancement factor), el cual se
define como la dosis requerida para disminuir la supervivencia celular a 80% en
presencia y ausencia de nanoparticulas [93]. El otro parametro es la relacion de mejora
de sensibilizaciéon (SER del inglés sensitisation enhancement ratio) [109], el cual se

obtiene del modelado lineal-cuadratico de la curva de supervivencia, definida como:

y = e~ (ax+bx?)

Donde y es la fraccidn de supervivencia, x la dosis suministrada y 7/ala dosis letal media

(Do). A partir de esto se calcula SER como:

D, (sin nanoparticulas
SER = Do p )

D, (con nanoparticulas)

Una forma de determinar el dafio celular, es mediante el ensayo clonogénico, donde se
determinan las unidades de formacién de colonias (CFU del inglés colony forming unit),
las cuales se pueden representar en unidades porcentuales. Otra forma de observar el
dano por radiacién en ensayos /n vifro es el estudio del indice de apoptosis (IA), que da

un indicio del aumento de la muerte celular programada debido al dafio celular [110].

En la Tabla 15 se resumen los resultados obtenidos en trabajos reportados donde se

utilizan nanoparticulas de Bi»S; como radiosensibilizadores.
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Resumen de
Condiciones Conc.
Linea celular Np resultados Ref.
de irradiacion (ug/mL)
Parametro Res.
150 Bi2Ss-
Fantoma - 128 DEF 1.41 [92]
kV PVP
257 DEF 1.6
80 PC3 Humana Bi2Ss-
514 DEF 3.07 [93]
kVp PVP
B16 Murina 514 DEF 2.24
Rayos Bi2Ss-
4 Gy 4T1 Murina 100 SER 1.22  [109]
X Tween20
500 54.23
Bi2S3- 1000 50
3 Gy PC3 Humana %CFU [149]
PLGA 2500 26.92
5000 8.46
6 Gy 200 A 2.06
Aumento
Bi2S:@
0.03 PC3 Humana de muerte [110]
P-32 SiO; 50 57%
mCi respecto
al blanco

Tabla 15: Resumen de resultados de estudios de radiosensibilizacion utilizando
nanoparticulas de Bi;S3 con diversos ligandos, especificando las distintas condiciones
empleadas en el ensayo, como el tipo de radiacion y dosis utilizadas, la linea tumoral
ensayada, las concentraciones utilizadas, y los principales resultados obtenidos en el

analisis.

Considerando que en todos los ensayos realizados en las referencias citadas, donde se
indica la dosis y la concentracion de nanoparticulas empleadas, la concentracion utilizada
fue mayor a la empleada en esta Maestria, y que ademas la dosis en todos los casos

también lo fue, se puede determinar que el resultado obtenido en este trabajo fue muy
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satisfactorio. Incluso en el caso donde se utilizé la misma concentracién de
nanoparticulas, se obtuvo tan solo 57% mas muerte celular empleando una inyeccion
intratumoral de una fuente de un is6topo de fésforo (P-32), el cual es emisor beta, con
una energia de 1.71 MeV. Al ser emisor beta la radiacion emitida por este radionucleido
puede penetrar muy poco los tejidos, siendo su aplicacién Unicamente factible si se
inyecta junto con la suspensidon de nanoparticulas. Por lo tanto, las nanoparticulas
obtenidas en este trabajo, cuyo tamafno y recubrimiento permiten que las mismas sean
estables en suspensiones biologicas y puedan ser incorporadas por las células
cancerigenas, demuestran tener una gran eficiencia de sensibilizacion de células de
cancer de mama MCF7, utilizando una fuente gamma externa de irradiacion, como lo la

fuente de ¢°Co.
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4- Conclusiones

En este trabajo se lograron sintetizar nanoparticulas de Bi>S3 con distintas morfologias y
mediante el empleo de distintas técnicas se logré determinar la identidad del compuesto,
la presencia y cuantificacion de ligando, el tamafo de particula y la distribucién del

mismo.

Particularmente, mediante el método hidrotérmico las particulas obtenidas presentaron
tamanos que se escapan de los necesarios para la aplicacion final, pero los resultados
obtenidos son alentadores para continuar explorando otras alternativas que permitan

obtener nanoparticulas adecuadas.

Mediante el método “hot injection” en medio organico se obtuvieron morfologias que
variaron principalmente por la concentracién de la fuente de bismuto, obteniéndose
particulas de mayor tamano a medida que la concentracion de la fuente de bismuto
aumentaba, cambiando la morfologia de circular a varillas. A su vez se logré obtener
nanoparticulas recubiertas con PVP, debido al efectivo cambio de ligando que se realizd,
que permite que las mismas sean compatibles con solventes polares. Esta compatibilidad
se comprobd mediante ensayos de la estabilidad de las suspensiones de las
nanoparticulas sintetizadas en distintos medios, cuya diferencia entre ellos principalmente
se debia a la viscosidad de la solucion y a la presencia de agentes estabilizantes. Los
resultados permitieron asegurar que las nanoparticulas son estables en medios
biolégicos, como por ejemplo plasma sanguineo, debido a su casi nula velocidad de
decantacién. Esto permite que las nanoparticulas obtenidas puedan ser utilizadas en
posteriores analisis in vitro e in vivo. Es de destacar que el proceso de cambio de ligando
trajo aparejado un crecimiento del tamano de las nanoparticulas, posiblemente por la

aplicacion de calor en el proceso.

Los estudios de toxicidad realizados en este trabajo permiten concluir que las
nanoparticulas obtenidas presentan una baja toxicidad, debido a la ausencia de toxicidad

aguda en el ensayo ecotoxicolodgico en Daphnia magna (concentraciones testeadas hasta
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100 mg/L) y el gran rango de concentraciones a la cual no se obtuvo citotoxicidad en

células cancerigenas MCF7 (hasta una concentracion de 2500 pg/mL).

Se evalud ademas la aplicacion como radiosensibilizador de las nanoparticulas de Bi»Ss3
con PVP como ligando. Para poder llegar a la evaluacion correcta se obtuvieron primero
los parametros adecuados de ensayo, los cuales correspondieron a una aplicacion de
una dosis de 2 Gy y la observacién de los resultados pasadas 48 h del momento de la
irradiacién, teniendo en cuenta que el cambio de medio de cultivo se debe de realizar
antes del paso de irradiacion. Los resultados de radiosensibilizacion obtenidos
dependieron de la manipulacién de la suspension de nanoparticulas. En el caso de
nanoparticulas previamente dializadas, cuyo fin fue la eliminacion de compuestos
contaminantes, presentd los peores resultados, observandose un aumento de la
citotoxicidad celular en casi un 35 % y sin lograrse obtener un resultado afirmativo del
beneficio en la radiosensibilidad de las células al emplear estas particulas. Cuando las
nanoparticulas fueron suspendidas empleando un sonicador de bano de agua, no se
obtiene una citotoxicidad marcada, pero tampoco asi un aumento en la eficiencia de
radiosensibilizacion. El caso en el cual si se observa un aumento marcado de la
sensibilizacién celular es al emplear nanoparticulas cuya suspensiéon fue sonicada con
sonicador de punta, en cuyo caso se obtuvo una disminucion casi del 40 % en la

viabilidad celular.

En resumen, en este trabajo se logré poner en marcha una linea de investigacion nueva
en el Area Radioquimica, obteniéndose resultados alentadores en cada una de las etapas
claves que la linea abarca. Aunque el resultado final de esta tesis presenta un excelente
porcentaje de disminucion de viabilidad celular, lo que indica que se cumplio el objetivo
inicial de esta tesis, de aumentar la sensibilizacion de células de cancer de mama a la
radiaciéon utilizando nanoparticulas de Bi>Ss, se abren nuevos puntos de discusion en

cada etapa de la linea que deben de ser enfocados en trabajos futuros.

Isabel Galain

104



Tesis de Maestria en Quimica — Facultad de Quimica

5- Trabajo a futuro

Este trabajo abre varias vias de investigacion donde se puede profundizar en los

beneficios de utilizar las nanoparticulas de sulfuro de bismuto como radiosensibilizadores.

Debido a que no se logré obtener nanoparticulas adecuadas para la aplicacion final por el
método hidrotérmico, la facilidad practica que éste método permite, se debera continuar
variando las condiciones de sintesis con el fin de lograr nanoparticulas capaces de actuar

como radiosensibilizadores.

Un camino inmediato a tomar es explorar la disminucion de la concentraciéon de
nanoparticulas en los ensayos /n vifro. Esto permitira determinar hasta que concentracién

es posible observar un efecto de radiosensibilizaciéon en las células estudiadas.

Con el fin de comprender si la clave del resultado obtenido es la internalizacion de las
nanoparticulas en las células, se debera estudiar la misma a partir de microscopia
confocal con diferentes biomarcadores y por medio de microscopia electronica de

transmision.

Asimismo se debera comprobar si los efectos obtenidos en este trabajo son propios de
células cancerigenas o también son experimentados por las células normales, por lo
tanto se debera realizar ensayos in vitro con células normales, como pueden ser las
células normales de mama MCF10, células normales de pulmén MRC5, utilizadas
comunmente como células control, o linfocitos sanguinos, que poseen una alta

sensibilidad a la radiacion.

Para comprender el mecanismo de accion de las nanoparticulas en la muerte celular, se
deberan realizar distintos métodos de analisis de dafio celular como estudio de apoptosis
celular, observacion de aberraciones cromosomicas y estrés oxidativo primario en ADN
mediante el ensayo Cometa. En relacion a este estudio, se debera también estudiar la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelular, estudiando la
concentracion total de radicales de oxigeno generados y discriminando el efecto de cada

uno de ellos.
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Teniendo en cuenta que los resultados obtenidos son validos para la energia
correspondiente al ¥Co, se debera evaluar la aplicacion final de las nanoparticulas para

diferentes energias, como por ejemplo la del '¥7Cs.

Debido a que las nanoparticulas obtenidas presentan una capa de biocompatibilidad
exclusivamente, se debera estudiar la funcionalizacién de la misma con moléculas cuyos
receptores sean sobre-expresados en células cancerigenas, como puede ser acido félico
o estrégeno. Esta funcionalizacidon implica un factor extra clave en la estabilidad de las
nanoparticulas, su internalizacion en las células y en el efecto de sensibilizacién a la
radiacion, por lo tanto se deberan evaluar todos los puntos discutidos anteriormente para

las nanoparticulas funcionalizadas.

Por ultimo se debera continuar con los estudios ecotoxicolégicos de las nanoparticulas,
principalmente su toxicidad crénica, su influencia en la alimentacién de los organismos
acuaticos y la generacion de dafios por estrés oxidativo tanto durante su dispersion en el
medio acuatico, como en la internalizacion de las nanoparticulas en dichos organismos.
Este estudio se debera realizar en distintos extractos de organismos, como son algas,

cladoceros y peces.
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