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ELABORACION Y CARACTERIZACION ESPECTROFOTOMETRICA DE

NANOPARTICULAS DE ORO PARA SU POSIBLE USO EN EL TRATAMIENTO DE

CANCER.

1. Objetivo General.

Llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas de oro por el método Turkevich-Frens y

Su caracterizacion por espectrofotometria ultravioleta visible para un posible uso en

el tratamiento de cancer.

2. Objetivos Particulares.

Reproducir la sintesis de nanoparticulas de oro a través del método
Turkevich-Frens para la obtencion de las nanoparticulas.

Caracterizar las nanoparticulas de oro mediante espectrofotometria UV-visible
y microscopia electrénica de alta resolucion.

Recopilar informacién bibliografica para documentar el comportamiento de las
nanoparticulas de oro en el organismo.

Mediante la recopilacion de informacion bibliografica verificar si las

nanoparticulas de oro (AuNPs) pueden ser Utiles en el tratamiento de cancer.



3. Justificacion.

La nanotecnologia, hoy en dia, apunta principalmente al disefio de materiales y
dispositivos a nivel nanométrico. En este sentido, recientes investigaciones han
contribuido de manera importante al estudio de la produccién y aplicacién de NPs

(nanoparticulas) metalicas en el campo de la biomedicina.

Las nanoparticulas de metales nobles y, mas especificamente, las nanoparticulas de
oro (AuNPs), exhiben unas excelentes propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas,
gue son intrinsecas a su tamafio nanométrico. Destacan especialmente sus
peculiares propiedades fototérmicas, ya que al ser activadas en presencia de luz
laser, desprenden calor, por lo que podrian utilizarse para el diagnéstico de cancer.
Las AuNPs pueden ser producidas con distintos tamafos y formas y son facilmente
funcionalizadas con una amplia gama de ligandos (péptidos, anticuerpos, polimeros,
sondas de diagnadstico, farmacos, material genético, etc.).

Es por todo ello que las AuNPs despiertan un gran interés de investigacion.

En los dltimos afios, la comunidad cientifica ha dirigido notables esfuerzos a la
investigacion y aplicacion de las AuNPs en la deteccién precoz, diagnéstico y
tratamiento del cancer. En este sentido, es preciso subrayar el excepcional interés de
este trabajo en la estrategia dirigida a obtener y caracterizar AuNPs con el fin de

seguir aportando nuevas alternativas en la lucha contra el cancer.



4. Introduccién.

Actualmente la investigacion se ha enfocado a encontrar nuevos tratamientos que
sean mas selectivos, entre los cuales se encuentran la farmacopeptidoterapia y la
radioterapia, asi como la funcionalizacién de sistemas nanoestructurados como el
uso de nanoparticulas de oro (AuNPs) para la deteccion de células tumorales. Los
tratamientos para la cura del cancer son desde principios de siglo muy amplios. Sin
embargo, tienen la desventaja de destruir tejido sano ademas de tener otros efectos
secundarios que dependen del tipo de tratamiento que recibe la persona. Por
ejemplo, algunos efectos secundarios de la quimioterapia son: nauseas, vomitos,
falta de apetito, pérdida de cabello, llagas en la boca y bajos recuentos de células
sanguineas. La radioterapia, otro tipo de tratamiento para el cancer puede ocasionar

como efectos secundarios irritacion en la piel y cansancio extremo.

El desarrollo de nanoparticulas metalicas unidas a moléculas activas biolégicamente
(péptidos, proteinas, acidos nucléicos u otras moléculas) por enlaces covalentes son

un campo importante de la investigacién aplicada al cancer ™.

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) poseen propiedades quimicas y fisicas que
permiten una facil conjugacion con moléculas bioldgicas lo cual les da actividad
terapéutica ?. Las AuNPs presentan un alto potencial como agentes fototerapéuticos
en el tratamiento del cancer, asi como para la elaboracion de nanoestructuras utiles

para el transporte y la vectorizacién selectiva de farmacos y macromoléculas



terapéuticas, asi como en terapia génica (vehiculizacion de plasmidos, DNA, RNA,

entre otros) .

Las nanoparticulas de oro han despertado interés debido a sus propiedades
estructurales, electronicas, magnéticas, opticas y cataliticas, que estan en funcién de
su tamafo y forma. Las disoluciones coloidales de nanoparticulas de oro presentan
un color rojo caracteristico, color rojo rubi, derivado de las dimensiones de las
particulas del metal ¥ Las nanoparticulas presentan una baja toxicidad, elevada
estabilidad en medios acuosos y facilidad para formar complejos estables a través
de enlaces con grupos tiol a péptidos (con residuos de cisteina) que pueden ser
dirigidos hacia dianas especificas, dichas propiedades hacen de estos coloides

herramientas sumamente atractivas para la aplicacion en biomedicina.

Si un haz de radiacion electromagnética incide sobre las nanoparticulas de oro se
produce una oscilacion colectiva de los electrones de conduccion, lo que se traduce
en la absorcidn de radiacion electromagnética por parte de las nanoparticulas en una
determinada zona del espectro visible, dando lugar a espectros con bandas de
resonancia conocidas como Plasmones. La absorbancia del plasmon superficial, es
una propiedad caracteristica de superficies de un tamafio determinado. El oro
presenta una absorcién continua en la regién UV/Vis/IR ¥,

Para nanoparticulas de oro, la absorcion continua decae drasticamente, excepto en

una zona concreta denominada banda de absorcion del plasmén.



El comportamiento plasmoénico de las nanoparticulas de oro viene determinado por
su funcionalizacion, empleando la medida de la absorbancia del plasmén para

caracterizar las nanoparticulas.

El color de la suspension rojo rubi es sefial de la calidad de las particulas obtenidas
en cuanto forma esférica y tamafio nanomeétrico uniformes. Una suspension de color
purpura es sefial de que se ha producido la agregacién de particulas, obteniéndose
particulas de forma y tamafo variables. La uniformidad en el tamafio es esencial en
la fabricacion de dispositivos basados en el empleo de nanoparticulas de oro que
proporcionen medidas estables y reproducibles. Las nanoparticulas asi preparadas
poseen carga superficial negativa como consecuencia de la débil unién al citrato,
empleado como reductor. Debido a la carga, las particulas se repelen entre si,

manteniéndose en suspension indefinidamente.

Las AuNPs presentan una elevadisima area superficial, por lo que pueden ser
facilmente funcionalizadas y bioconjugadas, modificando sus propiedades
superficiales. La funcionalizacién de la superficie de las AuNPs se puede realizar
con diferentes biomoléculas como enzimas, acidos nucleicos, péptidos, proteinas,

anticuerpos, entre otros.

La obtencién de nanoparticulas de oro implica el empleo del grupo funcional tiol que
permite la preparacién de nanoparticulas funcionalizadas con una gran variedad de

ligandos organicos y biomoléculas como péptidos !



Las nanoparticulas de oro (AuNPS) presentan una baja toxicidad y unas propiedades
que pueden ser modificadas mediante su funcionalizacién con maltiples ligandos, con
la finalidad de obtener nanosistemas Optimos para las distintas aplicaciones
terapéuticas. El oro coloidal presenta una elevada estabilidad quimica y ha sido
utilizado histéricamente con fines médicos. Los nucleos de oro de las nanoparticulas
son inertes y no-toxicos, sin embargo existen discrepancias acerca de su
citotoxicidad que podrian guardar relacion con los diferentes tamafos y formas de las
nanoparticulas de oro (AuNPs), asi como con los distintos agentes empleados para
su estabilizacion y funcionalizacion, lo que otorga a las nanoparticulas de oro

caracteristicas superficiales distintas !,



5. Marco tedrico.

El empleo de la materia a escala nanométrica tiene aplicaciones que impactan en
todos los aspectos de nuestra vida. En las ciencias médicas, el empleo de esta
tecnologia ha crecido intensamente en la Ultima década. La nanomedicina, es un
término en el cual se pretenden integrar las nuevas propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas de este tipo de materiales con posibles aplicaciones en prevencion,

diagnostico y tratamiento de enfermedades.

El prefijo nano viene del griego enano y significa pequefio, e indica una
milmillonésima parte de algo. Un nandmetro (1nm) es 1/1,000,000,000 parte de un

metro, o para tener una mejor idea, un milimetro dividido 1 millon de veces.

Por otra parte la nanociencia es el estudio de los procesos que ocurren en las
estructuras de un tamafio entre 1 y 100 nanémetros, las cuales se conocen como

nanoestructuras.

A escalas nanométricas, las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de los
materiales difieren en muchas formas de las propiedades de los correspondientes

sistemas macroscopicos.

Las nanoparticulas de oro (AuNPs), tienen propiedades muy distintas a las del oro

gue conocemos. Pueden ser rojas, haranjas, purpuras, o hasta verdosas,



dependiendo de su tamafo. Cambian también sus otras propiedades fisicas y
quimicas. En particular, las nanoparticulas de oro (AuNPs) son muy reactivas y se
piensa que se pueden usar como catalizadores en reacciones quimicas importantes

(ejemplo: oxidacién del monéxido de carbono) !

51 Antecedentes.

La utilizacion del oro con fines meédicos, se remonta a la antigiiedad existiendo la
utilizacion de oro coloidal en China hace 2500 afios A.C. En el siglo XVI el oro era
utilizado para tratar la epilepsia y a principios del siglo XIX era el farmaco de eleccion
para el tratamiento de la sifilis. EI descubrimiento del efecto bacteriostatico del
cianuro de oro frente al bacilo de la tuberculosis, marca el comienzo de su utilizacion

en la medicina moderna siendo introducido en la terapia de la tuberculosis.

Una de las indicaciones mas importantes del oro es en el tratamiento de la artritis

reumatoide, y otras enfermedades, incluyendo psoriasis y lupus eritematoso.

En el tratamiento de la artritis reumatoide se utilizaron tiolatos (tiomalato, tioglucosa)
de oro que eran administrados intramuscularmente en forma de solucion. Pero estos
compuestos que experimentaban una rapida distribucién a 6rganos como el rifion,
higado y bazo, no estaban exentos de causar desordenes sanguineos asi como

nefro y hepatotoxicidad, por este motivo se introdujo en 1985 una segunda



generacion de farmacos de oro conteniendo ligandos fosfina, que eran mas lipofilicos

y permanecian més tiempo en circulacion, reduciéndose la nefrotoxicidad !

5.2 Propiedades fisicas y quimicas del oro.

El oro se halla en la naturaleza en una proporcion muy baja aproximadamente el
5X107% en peso en comparacién con el cobre (69.17%). El oro se presenta en la
naturaleza bajo formas diversas: en filones de rocas auriferas, asociado a otros
metales (por ejemplo el cobre) y en forma de polvo o de granulos redondeados o
achatados conocidos como pepitas; en depositos de arena y lechos fluviales

(placeres auriferos).

Su simbolo quimico es Au (del latin Aurum) y junto con la plata y el platino,
pertenecen al grupo de los metales nobles, es decir, resistentes a la accion del agua

y del oxigeno del aire, asi como a un gran nimero de compuestos quimicos.

Su numero atébmico es 79; su masa atdbmica es 196.967 g/mol y su densidad es
19.32 g/cm?®. Es en extremo maleable (se pueden formar laminas de oro de un grosor
de una diezmilésima de mm) y muy ddctil, por lo que a menudo es aleado con otros
metales (cobre, niquel, plata, etc.) para incrementar su dureza; la aleacién de 50%
de plata y otro tanto de oro da lugar al denominado oro blanco.

El oro es un metal muy inactivo. No le afecta el aire, el calor, la humedad ni la

mayoria de los disolventes. Sélo es soluble en agua de cloro, agua regia 0 una



mezcla de agua y cianuro de potasio. Tiene un punto de fusion de 1,064 °C y un

punto de ebulliciéon de 2,970 °C.

El oro ha tenido desde la antigiedad una gran importancia para el hombre y fue
utilizado como patrén de valor en el segundo milenio A.C. La relativa facilidad de su
obtencién, su inalterabilidad y su facil manejo lo han hecho uno de los metales mas
preciados. En la antigliedad, el oro se utiliz6 principalmente con fines ornamentales y
de culto. A partir del Renacimiento, el oro adquirié el papel de reserva monetaria, y
se empezO a almacenar en lingotes. A lo largo de la historia, el oro, se ha utilizado
como medio de intercambio. En la actualidad, cerca del 90% de la produccion
mundial se destina a los fondos de reservas oficiales de los diferentes paises,
mientras que el 10% restante es empleado en joyeria, la industria y la quimica. El oro
también tiene aplicaciones en odontologia. Los radiois6topos del oro se emplean en

investigacién bioldgica y en el tratamiento del cancer .

5.3 Transporte de farmacos.

Actualmente la mayor desventaja de los tratamientos que implican transporte de
farmacos o radioisotopos, es la inadecuada distribucion de los medicamentos en el
cuerpo. Los medicamentos se administran en forma intravenosa y por lo tanto se
distribuyen en el torrente sanguineo, con el consecuente efecto no deseado de que
atacan todo tipo de células, incluidas las sanas. Un ejemplo son los tratamientos de

guimioterapia en el tratamiento de cancer. Los terribles efectos secundarios de estas
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terapias conllevan a disminuir las dosis o0 a suspenderlos con el consecuente avance

de la enfermedad.

En consecuencia, es objetivo prioritario la identificacion de un sistema
nanotransportador que permita orientar selectivamente (vectorizar) y en principio,
liberar de manera eficaz la dosis adecuada del farmaco citotoxico en el tumor o
células cancerigenas. Esto permitird mejorar la eficacia y reducir la dosis de farmaco
administrado, asi como los efectos secundarios consecuencia de una distribucion

aleatoria del farmaco en el organismo.

La vectorizacion conlleva a la localizacion y el direccionamiento del farmaco a las
células especificas diana, de manera que se modifica la distribucion normal del
mismo en el organismo. Este tipo de vehiculizacion puede conseguirse conjugando al
farmaco o nanotransportador a una molécula capaz de reconocer especificamente y

unirse a su diana terapéutica.

Las nanoparticulas o sistemas nanoestructurados pueden ser utlizados para
almacenar y transportar farmacos al lugar exacto donde se necesiten, siendo
menores los efectos secundarios de los actuales medicamentos. Las ventajas que
implica utilizar sistemas nanoestructurados radican en la funcionalizacién de las
mismas respecto a la especificidad, la vectorizacién selectiva y la terapia dirigida

para fines de diagnéstico y de terapia en la practica de la biomedicina.
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Estudios recientes confirman el gran potencial de las AuNPs en la elaboracion de
nanotransportadores de farmacos y macromoléculas terapéuticas. Las AuNPs
también son Utiles en la preparacion de «sistemas inteligentes» que liberan la
molécula terapéutica encapsulada como consecuencia de la activacion de un
estimulo interno (liberacion mediada por un cambio de pH o liberacion mediada por

glutatién) o externos (liberacién desencadenada por una fuente de luz laser).

5.4 Como funcionan e interactuan las nanoparticulas de oro en las

células tumorales.

Una forma de destruir un tumor cancerigeno es quemandolo, pero también el tejido
sano es dafiado. Investigadores de la universidad Rice en Estados Unidos de
Norteamérica realizan estudios utlizando nanoesferas térmicas, las cuales son

esferas de silica recubiertas con oro.

El oro es un metal inerte que puede absorber la luz, ademas de ser biocompatible
con el cuerpo humano. Este puede utilizarse en esferas de aproximadamente 130
nanometros de diametro puesto que con este tamafio absorben radiacion en el
infrarrojo de tal manera que puede penetrar dentro del cuerpo sin dafarlo. Estas
nanoesferas pueden ser recubiertas con anticuerpos con la finalidad de dirigirlos

selectivamente a un tejido u 6rgano.
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En estudios realizados en ratones inducidos con céncer; se utilizaron nanoesferas
con anticuerpos las cuales fueron administrados en sangre, éstas se biodistribuyeron
por el sistema circulatorio y se concentraron en los tumores de los ratones. Al
exponer los animales a la luz infrarroja, las nanoesferas absorbieron energia y se

calentaron, quemando los tumores y dejando el tejido de alrededor intacto ™.

Durante varios afios fue un desafio para los oncélogos encontrar un medio potencial
0 una herramienta simple para identificar, localizar y tratar neoplasmas en humanos
en un estado inicial de desarrollo. Durante 20 afos los anticuerpos monoclonales
fueron de uso comun para tratamiento de cancer. Pero desventajas como la masa
molecular (150 kDa) de los anticuerpos fue una limitante. En la década de los 80°s,
una alternativa en el marcaje de anticuerpos surge con el uso de péptidos
radiomarcados (1.5 kDa) anélogos de la somatostatina, como el octeotrido,
lanredtido y vapreotido, los cuales se utilizan para el tratamiento neoplasico. Estos
péptidos sintéticos estan siendo investigados porque estos se pueden conjugar con
AuNPs y asi disminuir las respuestas adversas que presentan otros tratamientos

contra el cancer.

En el caso del Lanreotido (LAN), éste es un péptido constituido de ocho aminoacidos
derivado de la somatostatina el cual actia a nivel de receptores especificos HTTP.
Dicho péptido se puede conjugar con nanoparticulas de oro con el fin de ejercer la

funcionalizacion selectiva en el organismo para deteccién de cancer.
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El Lanredtido es un medicamento utilizado para el tratamiento de la acromegalia y
para los sintomas causados por tumores neuroendocrinos, en especial el sindrome
carcinoide. Dicho medicamento es un analogo sintético de la somatostatina, una
hormona inhibidora natural que bloquea la liberacion de otras hormonas. Se une a
los mismos receptores que la somatostatina (HTTP), con mejor afinidad para los
receptores periféricos, a diferencia de la somatostatina el lanre6tido tiene una vida
media mucho méas prolongada y sus efectos se prolongan por mas tiempo. Este
medicamento se puede conjugar con nanoparticulas de oro con el fin de ejercer la

funcionalizacion selectiva en el organismo para deteccion de cancer.

5.5 Sintesis de las nanoparticulas de oro.

En general las nanoparticulas de oro se producen en un liquido por la reduccion del
acido cloroaudrico (HAuCl,). Después de disolver HAuCl, en agua desionizada, la
solucion se agita rapidamente y al mismo tiempo se le adiciona un agente reductor,
en este caso el citrato de sodio. Esto hace que los iones de oro (Au®*) sean
reducidos a &tomos de oro neutral (Au®). A medida que estos atomos se forman, la
solucion se vuelve sobresaturada, y el oro poco a poco comienza a nuclear en forma
de particulas nanométricas. El resto de los atomos de oro que se forman, se
adhieren a las particulas existentes, y si la solucion es sometida a agitacion continua,
las particulas seran mas uniformes en tamario.

El método iniciado por J. Turkevich en 1951 y modificado por el Sr. G. Frens en

1970, es el mas simple que hay disponible. Generalmente, se utiliza para producir
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nanoparticulas de oro esféricas monodispersas, suspendidas en agua, de diametros

alrededor de 10-20 nm. ElI método involucra la reaccién de pequefias cantidades de

acido cloroaurico (HAuCl,) en condiciones de ebulliciébn con pequefias cantidades de

solucién de citrato de sodio. El oro coloidal se forma porque los iones de citrato

actlian como un agente reductor, tal como lo indica la siguiente reaccién quimica.

HAUCly(qcy __ NasCsHs07-2H:0 _ Audy + Hiyoy + 4Clg,

| o

5.6 Caracterizacion de las nanoparticulas de oro.

Entre las técnicas mas importantes reportadas para caracterizar AuNPs se
encuentran:
a) Microscopia electronica de transmision (TEM); que brinda informacion acerca

b)

del tamafio y la forma de las nanoparticulas al irradiar la muestra con un haz
de electrones que permite obtener una imagen, producto del contraste entre
los electrones absorbidos, retenidos o dispersados por la muestra, y los que

no interaccionan con la muestra e impactan sobre una pantalla fluorescente.

Espectrofotometria UV-Visible; que comparando la radiacion luminosa
absorbida o transmitida por una solucién respecto de un blanco, permite

obtener informacién acerca de la concentracién (absorbancia en el pico de
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maxima absorcion), tamafio (posicion del pico) y homogeneidad de tamafios
(ancho del pico) de la muestra si se analiza la informacién obtenida en

conjunto con otras técnicas.

c) Microscopia de fuerza atomica (AFM), que proporciona imagenes topograficas

detalladas de la superficie analizada mediante el barrido puntual de la misma.
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6. Fase experimental.

Materiales
o Matraces volumétricos de 25 mL
o Matraces volumétricos de 100 mL
o Pipetas volumétricas de 1, 2, 3,4y 5 mL
o Barra magnética
o Vasos de precipitados de 10, 50 y 100 mL
o Agitador de vidrio
o Parrilla
o Tiras reactivas de pH

o Celdas de cuarzo

Equipos

o Espectrofotdometro UV-visible Thermo Spectronic Helios

Reactivos
o Acido cloroalirico
o Citrato trisédico
o Agua desionizada
o Péptidos LAN

o Lanredtido (B-naftil-péptido)
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6.1 Sintesis de nanoparticulas de oro.

La sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs) se realizd siguiendo el método clasico
introducido por Turkevich en 1951 y establecido mas tarde por Frens, que consiste
en la reduccion de HAuCl, en medio acuoso mediante citrato. Los aniones citrato
sirven no s6lo como agente reductor sino que ejercen un efecto protector de las

particulas generadas en la sintesis frente a la agregacion.

Se pesaron 0.034 g de acido cloroaurico (HAuCl,) y se llevaron a un volumen de
aforo de 100 ml, de esta solucion se tomaron 90 ml y se pusieron a ebullicion,
posteriormente la solucidén se agité mientras se le agregaron 5 ml de una solucion de
citrato trisodico 32 mM, se mantuvo en ebullicion durante 15 minutos y finalmente se

midio el pH el cual fue de 9.

La caracterizacion de las AuNPs se realizé siguiendo un método espectroscopico
UV-Visible y Microscopia de transmision electronica (TEM) que brinda informacion
acerca del tamafio y la forma de las nanoparticulas al irradiar la muestra con un haz
de electrones que permite obtener una imagen, producto del contraste entre los
electrones absorbidos, retenidos o dispersados por la muestra, y los que no

interaccionan con la muestra e impactan sobre una pantalla fluorescente.
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Utilizando la TEM se obtuvieron microfotografias en donde se observa el tamafio de
las nanoparticulas, una imagen se muestra en la parte de resultados en la figura 1,

en donde el tamafio de las nanoparticulas es de 5 nm.

6.2 Caracterizaciéon de las nanoparticulas de oro.

Se llevd a cabo un barrido de la solucion, preparada previamente (sintesis) para
determinar la longitud de onda oOptima la cual fue de 523 nm, de acuerdo a dicha
longitud de onda y al espectro de radiacion electromagnética, el color absorbido es el

amarillo y el complementario es el rojo-vino.

Se tomaron lecturas en un espectrofotometro UV-visible a la longitud de onda
maxima determinada en el barrido del Au-Cit (523 nm) donde se detecta el plasmon

de resonancia.

6.3 Validacion del método.

6.3.1 Curva de calibracion.
De la solucion obtenida de la sintesis de oro con citratos, se tomaron volumenes
crecientes 1 ml a 5 ml con pipetas volumétricas y se llevaron a un volumen de aforo
de 25 ml con agua desionizada, de esta manera se obtuvieron distintas

concentraciones (0.04, 0.08, 0.12, 0.16 y 0.2 mM Au-Citrato) (Ver tabla 1).
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6.3.2 Linealidad.
Para determinar la linealidad se realizd la curva de calibracion por triplicado y se
calculd el coeficiente de determinacion lineal (R%) que debe ser mayor o igual a 0.98
y el coeficiente de variacion porcentual (CV) menor o igual a 5.0% de acuerdo a la

FEUM (Ver tabla 2).

6.3.3 Precision y exactitud.
En cuanto a precision se realizo la curva de calibracion por triplicado y se calculo el
porcentaje de recobro, desviacion estandar y coeficiente de variacion. (Ver tabla 3 y
4).
En cuanto a exactitud se realizo la curva de calibracidon por triplicado y se calculo el
porcentaje de recobro, desviacion estandar y coeficiente de variacion. (Ver tabla 3 y

4).

6.3.4 Reproducibilidad.
Para reproducibilidad se realiz6 la curva de calibracion por duplicado por dos
analistas y dias diferentes utilizando el mismo equipo y se calcul6 el coeficiente de

variacion que debera ser menor o igual a 5.0 %.

6.3.5 Limite de deteccidn y cuantificacion.

Para el limite minimo de deteccién de la curva de calibracion, se tomo el sistema de

menor concentracion, se diluyé varias veces y se tomd la lectura en un
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espectrofotometro UV-visible. Se interpol6 y determino el limite minimo de deteccion

tedrico, para comparar con el valor experimental.

6.4 Caracterizacion del conjugado Au-Lanredétido (Au-LAN).

Para el conjugado con citrato:

Se tomaron 5 ml de la solucién de nanoparticulas de oro y se agregaron 3 ml del
péptido lanredtido y finalmente se llevaron a un volumen de 20 ml con agua
desionizada y libre de pirégenos, estéril. Posteriormente, se puso en agitacion
constante durante 30 min. Se ajusté a un pH=9 con una solucion de carbonato de
potasio 0.1 N. Para evaluar la estabilidad del conjugado, se tomo la lectura en un

espectrofotometro UV-visible diariamente a una longitud de onda de 533 nm.

Para evaluar la estabilidad se tomaron lecturas en un espectrofotdmetro UV-visible
diariamente y se compararon con las del Au-Cit. Se observé que el espectro de
absorcion y el plasmon de resonancia es el caracteristico del conjugado (533 nm) y

de las nanoparticulas de oro (523 nm).
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7. Resultados.

Los resultados obtenidos en este trabajo se muestran a continuacion.

7.1 Sintesis de AuNPs.

Se obtuvieron nanoparticulas de oro en base a la técnica reportada en la fase

experimental.

7.2 Caracterizacion de nanoparticulas Au-Citrato (AuNPS).

A partir de la sintesis mencionada en el apartado 6.1 se obtuvo la siguiente

microfotografia por microscopia electronica de alta resolucion (Figura 1). Se puede

observar que el tamafio de las nanoparticulas, obtenidas por el principio de reduccion

de HAuCl4.3H,0 con citrato sddico tribasico, es de 5 nm (AuNPs).
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(111) Au

Microfotografia.
Figura 1. Tamafio de las nanoparticulas de oro (5 nm)
obtenida por microscopia electronica de alta resolucion.

La siguiente grafica representa el espectro obtenido de la sintesis de nanoparticulas
de oro (AuNPs) por espectrofotometria UV-visible (Figura 2). Se puede observar que

se tiene una absorbancia maxima a una longitud de onda de 523 nm.
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Figura 2. Espectro de las nanoparticulas de oro obtenido a partir de
la deteccion del plasmdn de resonancia de AuNPs. Obteniendo
como longitud de onda 6ptima 523 nm.
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En las siguientes graficas se observa el comportamiento espectrofotométrico en la
region UV-Visible de las nanoparticulas de oro obtenidas en base a la sintesis de
Turkevich-Frens con modificacion Kimling para Au-Cit, Au-Cit diluido, comparado
con el estandar quimico de oro coloidal a diferentes concentraciones y del Au-LAN

(oro-lanréotido) conjugado. (Reportado en el articulo Molina-Trinidad y cols., 2011).
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Figura 3. Comportamiento de los espectros de absorcion del STD

de oro coloidal (Sigma Aldrich), sintesis de Au-Cit y Au Cit diluido

1:10 donde el plasmén de resonancia se detecta a una longitud de
onda de 523 nm. (Molina-Trinidad y cols., 2011).

En la figura anterior se observa que la solucion de Au-Cit alcanza una mayor
absorbancia en comparacion al estandar de referencia, de igual manera la
absorbancia de la soluciéon de Au-Cit diluido es mayor que la del estandar; ambas

absorbancias se alcanzan a una longitud de onda de 523 nm.
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Figura 4. Comportamiento de los espectros de absorcién del
STD de oro (diluido 1:10) (523nm), Au-cit (523nm) y Au-LAN (533
nm). (Molina-Trinidad y cols., 2011).

En la figura 4 se observa que la solucion de Au-Cit tiene una absorbancia

aproximadamente igual a la del estandar de referencia (A=523 nm) en tanto la

solucion de Au-LAN tiene una absorbancia menor (A=533 nm).

Los resultados anteriores forman parte de las pruebas de caracterizacion de las

nanoparticulas de oro.
7.3 Validacion del método

7.3.1 Curva de calibracion.

La curva de calibracién utilizada se muestra en la figura 5 y en la tabla 1.
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7.3.2 Linealidad.

Para determinar la linealidad de las nanoparticulas de oro en base a la validacion del
meétodo se prepar6 una curva de calibracion, la cual se realiz6 por triplicado con cada

una de las concentraciones. (Tabla 1 y figura 5).

En la siguiente tabla se muestran los datos de la curva realizada por triplicado,

indicando los datos de concentracion AuNPs (mM) y absorbancia.

Tabla 1. Curvas de calibracién para determinar linealidad.

Concentracién Au-Cit (mM) Absorbancia
0.04 0.086
0.08 0.159
0.12 0.239
0.16 0.346
0.2 0.405
0.04 0.086
0.08 0.161
0.12 0.239
0.16 0.35
0.2 0.405
0.04 0.086
0.08 0.161
0.12 0.24
0.16 0.349
0.2 0.405
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0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

Absorbancia

y = 2.065x + 0.0004

-=0.992/

7

P

=

0.05

0.1 0.15
Concentracion (mM)

0.2

0.25

Figura 5. Curva de calibracion de AuNPs en agua desionizada.

En esta figura se puede observar que la absorbancia es directamente proporcional a

la concentracion de la solucion de AuNPs, puesto que a mayor concentracion mayor

es la absorbancia.

En la tabla 2 se indican los valores de los parametros de linealidad, asi como los

valores estadisticos correspondientes a la curva de calibracion de la solucién de

AUNPSs.
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Tabla 2. Andlisis de la regresion lineal de la curva de calibracién.

Parametro de linealidad Valor
Coeficiente de correlacion (R) 0.9964
Coeficiente de determinacién lineal (R?) 0.9927

Ecuacion de regresion

Y= 2.065x + 0.0004

Pendiente (m) 2.065
Intercepcion (b) 0.0004
Desviacion estandar (DE) 0.0804
Coeficiente de variacion (% CV) 3.8861

7.3.3 Precision y Exactitud.

En cuanto a precision se realizo la curva de calibracion por triplicado y se calculo el

porcentaje de recobro, desviacion estandar y coeficiente de variacion a las siguientes

concentraciones. Ver tabla 3y 4.

Tabla 3. Precision de las nanoparticulas

Concentraciéon Absorbancia Promedio DE %CV
Au-Cit
(AuNPs)
(mM)
X Y1l Y2 Y3
0.02 0.153 0.128 0.147 0.1427 0.0131 9.1800
0.04 0.263 0.266 0.266 0.265 0.0017 0.6415
0.08 0.384 0.38 0.382 0.383 0.002 0.5221
0.12 0.495 0.505 0.492 0.4973 0.0068 1.3673
0.16 0.596 0.614 0.617 0.609 0.0114 1.8719
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Tabla 4. Exactitud de las nanoparticulas (n=3)

Concentracién | Absorbancia | Concentracidon | Porcentaje de
Au-Cit (mM) Au-Cit recobro (%)
Corregida
(mMm)

0.04 0.086 0.0417 104
0.08 0.159 0.0771 96
0.12 0.239 0.1159 97
0.16 0.346 0.1678 105
0.2 0.405 0.1964 98
0.04 0.086 0.0417 104
0.08 0.161 0.0781 98
0.12 0.239 0.1159 97
0.16 0.35 0.1697 106
0.2 0.405 0.1964 98
0.04 0.086 0.0417 104
0.08 0.161 0.0781 98
0.12 0.24 0.1164 97
0.16 0.349 0.1692 106
0.2 0.405 0.1964 98

Promedio 100.4

DE 3.83

% CV 3.81

En cuanto a exactitud se realiz6 la curva de calibracién por triplicado y se calcul6 el
porcentaje de recobro, desviacion estandar y coeficiente de variacion a las siguientes

concentraciones.
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En la tabla anterior se observan las diferentes concentraciones de la solucion de Au-
Citrato (AuNPs), asi como la absorbancia correspondiente a cada una de las

concentraciones.

Ademas se indica la concentracion de Au-Citrato corregida y el porcentaje de recobro

para cada una de las concentraciones.

o
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y = 2.6925x + 0.0071
R2 = 0.999 Pt

e
e

-

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
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Figura 6. Curva de calibracién para corregir las absorbancias
obtenidas para determinar la exactitud del método.

En la figura 6 se observa una proporcionalidad directa entre la concentracién de la
solucion Au-Citrato y la absorbancia, ya que, a mayor concentracion existe una
mayor absorbancia. Esto se demuestra con un coeficiente de determinacion de

0.999.
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7.3.4 Reproductibilidad.

Para reproducibilidad se realiz6 la curva de calibracién por duplicado por dos

analistas y dias diferentes utilizando el mismo equipo y se calcul6 el coeficiente de

variacién que en base a la especificacion debe ser menor o igual a 5.0. Ver tabla 5y

6. SoOlo se

reportan

los resultados puesto que el

caracterizacion de las nanoparticulas de oro.

Tabla 5. Reproducibilidad, dia 1, dos analistas.

objetivo principal es la

Concentracion | Absorbancia | Concentracion | % recobro | Media DE % CV
Au-Cit Corregida Au-
(mM) Cit (mM)
0.04 0.156 0.0380 95.0957
0.08 0.337 0.0813 101.6746
Analista 0.12 0.513 0.1234 102.8708 |99-5694 | 3.0760 | 3.0894
L 0.16 0.653 0.1569 98.0861
0.2 0.834 0.2002 100.1196
0.04 0.152 0.0386 96.4041
0.08 0.331 0.0809 101.1356
Analista 0.12 0.507 0.1225 102.1213 |99.6708| 2.2406 | 2.2480
2 0.16 0.656 0.1578 98.6220
0.2 0.835 0.2001 100.0710
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Tabla 6. Reproducibilidad, dia 2, dos analistas.

Concentracion | Absorbancia | Concentracion | Porcenta- | Media DE % CV
Au-Cit Corregida Au- je de
(mM) Cit (mM) recobro
(%)
0.04 0.137 0.0367 91.7145
0.08 0.311 0.0801 100.1373
1 0.16 0.632 0.1602 100.1373
0.2 0.778 0.1967 98.3279
0.04 0.135 0.0360 90.0174
Analista 0.08 0.312 0.0800 99.9503
2 0.12 0.5 0.1266 105.5376 |98.7894| 5.6732 | 5.7427
0.16 0.639 0.1612 100.7263
0.2 0.777 0.1954 97.7154

7.3.5 Cantidad minima detectable y cantidad minima cuantificable.

En base al procedimiento mencionado en la metodologia el valor de absorbancia
minima cuantificable es de A=0.2087 a una concentracion de 0.05 mM obtenida a
partir de una solucién de concentracion de 0.2 mM del nanofarmaco, a la cual se le
realizaron diferentes diluciones.

La cantidad minima detectable es de A=0.0522 de una solucion cuya concentracion

fue de 0.0063 mM.
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8. Discusioén.

Los resultados obtenidos en el estudio de especificidad del método
espectrofotométrico (Fig. 1, 2, 3 y 4), indican que no existen interferencias en la
determinacién de nanoparticulas de oro obtenidas por la sintesis de Turkevich-Frens
las cuales tienen una maxima absorbancia a una longitud de onda de 523 nm. A
dicha longitud de onda se identifica el plasmén de resonancia en las nanoparticulas
de oro en tanto que para el conjugado Au-LAN se logra identificar a la longitud de
533 nm; esto ocurre porque la formacion del conjugado nos permite visualizar el

desplazamiento del plasmon de resonancia, lo que indica la formacion del conjugado.

La curva de calibracion resulto ser lineal en el intervalo analizado; el coeficiente de
correlacion y el coeficiente de determinacion cumplen con los criterios de aceptacion,
lo cual indica buena linealidad (%CV = 3.8861). Al aplicar la prueba de linealidad, se
obtuvo que los factores de respuesta son semejantes entre si y cercanos al valor de
la pendiente, por esto se puede tomar el coeficiente de variacién de los factores de
respuesta (CVf) como expresion de linealidad, que es menor del 5 % por lo que
cumple con los parametros establecidos, de acuerdo a la FEUM (Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos). Ademas, el valor Sb desviacion estandar relativa =
1.6574 % fue menor del 2 %, lo que demuestra la adecuada linealidad. Al aplicar la
prueba de proporcionalidad se obtiene que el error sistematico del método es
pequefo, sus limites de confianza incluyen el cero. En la prueba de significacion

estadistica de la varianza del intercepto, se obtuvo una t calculada (0.4769) menor
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que la t tabulada 0.741 por lo que se cumple la condicion de proporcionalidad. Ver

anexo.

En el intervalo seleccionado para el estudio de exactitud, los valores de porcentaje
de recobro estdn dentro de los limites establecidos para los métodos
espectrofotométricos (98-102 %) y el valor del coeficiente de variacién, fue menor
que el 5 %. En la influencia del factor concentracion sobre la variabilidad de los
resultados de la exactitud mediante la prueba de Cochran se obtuvo que G calculada
fue menor que la G tabulada para una probabilidad de 0.05, k= 3 y n= 3; por lo tanto,
las varianzas de las concentraciones empleadas son equivalentes, lo cual indica que
la concentracion no influye en la variabilidad de estos. Al realizar la prueba de
significacion entre la recuperacion media y el 100 % de recuperacion, se obtuvo unat
calculada (0.4304) menor que el valor de la t tabulada 0.741, lo que confirma la
buena exactitud del método pues el recobro promedio no difiere significativamente

del 100 %.

En el estudio de la reproducibilidad realizado a 3 niveles de concentracion, por el
mismo analista, el mismo dia, a través de 6 réplicas, se alcanzaron coeficientes de
variacion adecuados en todos los niveles de concentracién, lo que demuestra la
buena precision del método ya que cumple con el limite establecido de CV < 5%.

En base a lo anteriormente reportado podemos decir que se cumplieron los criterios

de validaciéon del método.
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9. Conclusiones.

Con el desarrollo de este proyecto se lograron obtener nanoparticulas de oro-citrato
utilizando la sintesis descrita por Turkevich-Frens, dichas nanoparticulas cuentan con
un tamafio de 5 nm, dato obtenido por microscopia electrénica de alta resolucion.

Las nanoparticulas de Au-Citrato tienen una absorbancia maxima a una longitud de
onda de 523 nm, longitud en la cual se presenta su plasmén de resonancia. Y la

longitud de onda 6ptima para detectar el conjugado Au-LAN fue de 533 nm.

Una de las tareas basicas que forman parte del desarrollo de nuevos productos
farmacéuticos es la confiabilidad de los métodos analiticos utilizados para cuantificar
los nuevos farmacos en desarrollo, por esta razdn creo que este método
espectrofotomeétrico es util para cuantificar las nanoparticulas de oro y el conjugado

Au-LAN (Oro-Lanre6tido).

En cuanto a los resultados obtenidos correspondientes al conjugado Au-LAN puedo
decir que aun no existe reporte alguno sobre la caracterizacion especifica de dicho
péptido ni de la validacion del método, y esta es la primera vez que se reportan

estos estudios.

Por otra parte respecto a la formacion del QFB en su area laboral es importante
contar con el conocimiento y la aplicacion de la metodologia analitica, por tal razon

creo que el desarrollo de este método es muy Uutil para los fines a los cuales fue
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disefiado, es decir, para la caracterizaciéon de las nanoparticulas como tema
principal. Y para la elaboracién de este proyecto y complementario al reportar los
primeros datos correspondientes a la validacion del método analitico ya reportado en

una publicacién internacional.

Cabe decir que se realizaron dichos estudios como parte complementaria a la fase

inicial del estudio que corresponde a la sintesis y caracterizacion de las AuNPs.

Finalmente en base a la informacidn bibliografica recopilada, puedo decir que las

nanoparticulas de oro pueden ser utiles en cuanto al transporte de farmacos dirigidos

a células cancerigenas.
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10. Glosario.

Agente reductor: especie quimica encargada de reducir a una sustancia ya que
dona electrones, al hacer esta donacién dicha sustancia se oxida, por lo que se

puede decir que el agente reductor es la sustancia que se oxida.

Barrido espectral: es la variacion de la longitud de onda para determinar la longitud

de onda maxima (donde el analito absorbe mas luz).

Cantidad minima cuantificable: concentracion mas baja de un compuesto que
puede ser cuantificado, con un grado de confianza previamente establecido. La
respuesta dada por este valor de concentracion debe cumplir con los criterios de

exactitud y de precision.

Cantidad minima detectable: concentracion mas baja del compuesto en estudio,
gue es posible detectar con certeza, es decir, que se puede diferenciar de la
respuesta dada por el blanco, cuando se desarrolla el procedimiento analitico
completo con el blanco; por debajo de esta concentracion es imposible la deteccion.

No necesariamente es cuantificable.

Curva de calibracién: es una curva de referencia construida con cantidades
conocidas de una sustancia que se utiliza para determinar la cantidad de dicha

sustancia presente en una muestra incognita.
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Espectro de absorcién: es la fraccién de la radiacion electromagnética incidente

gue un material absorbe dentro de un rango de frecuencias.

Espectrofotometro: instrumento usado en el andlisis quimico que sirve para medir,
en funcion de la longitud de onda, la relacion entre valores de una misma magnitud
fotométrica relativos a dos haces de radiaciones y la concentracion o reacciones

guimicas que se miden en una muestra.

Exactitud: parametro que determina la capacidad del meétodo para obtener

resultados lo mas proximo posibles al valor aceptado como verdadero.

Linealidad: parametro que tiene por objetivo determinar la proporcionalidad entre la

concentracion del analito y la respuesta instrumental.

Nanomedicina: aplicacion de la nanotecnologia en el campo de la medicina.

Plasmén de resonancia: fendmeno vibratorio tipico de los plasmas que ocurre

cuando un gas esta fuertemente ionizado, en estado plasma, y los portadores de

carga libre pueden interaccionar facilmente con la radiacion electromagnética de baja

frecuencia oscilando en resonancia con ésta.
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Precision: pardmetro utilizado para determinar la dispersion de la medida alrededor
del valor central, midiendo la concordancia entre ensayos individuales aplicados a

muestras separadas e idénticas.

Radiois6topo: is6topo radiactivo ya que tiene un nucleo atomico inestable y emite

energia y particulas cuando cambia de esta forma a una mas estable.

Radioterapia: forma de tratamiento basada en el empleo de radiaciones ionizantes

(rayos X o radiactividad, la que incluye los rayos gamma y las particulas alfa).

Reproducibilidad: es la proximidad de concordancia entre los resultados de
mediciones sucesivas del mismo mensurando bajo condiciones de medicion que
cambian. Donde (1) Una declaracion valida de reproducibilidad requiere que se
especifique la condicibn que cambia. (2) Las condiciones que cambian pueden
incluir: principio de medicion, método de medicion, observador, instrumento de
medicién, patron de referencia, lugar, condiciones de uso, tiempo. (3) La
reproducibilidad puede ser expresada cuantitativamente en términos de la dispersion
caracteristica de los resultados. (4) Se entiende que los resultados usualmente son

resultados corregidos.

t-student: es una distribucion de probabilidad que surge del problema de estimar la
media de una poblacién normalmente distribuida cuando el tamafio de la muestra es

pequeiio. Aparece de manera natural al realizar la prueba t de Student para la

39


http://es.wikipedia.org/wiki/Distribuci%C3%B3n_de_probabilidad
http://es.wikipedia.org/wiki/Estimaci%C3%B3n_estad%C3%ADstica
http://es.wikipedia.org/wiki/Media_aritm%C3%A9tica
http://es.wikipedia.org/wiki/Poblaci%C3%B3n_estad%C3%ADstica
http://es.wikipedia.org/wiki/Distribuci%C3%B3n_normal
http://es.wikipedia.org/wiki/Tama%C3%B1o_de_la_muestra
http://es.wikipedia.org/wiki/Prueba_t_de_Student

determinacién de las diferencias entre dos medias muestrales y para la construccion
del intervalo de confianza para la diferencia entre las medias de dos poblaciones
cuando se desconoce la desviacion tipica de una poblacion y ésta debe ser estimada

a partir de los datos de una muestra.

Validaciéon del método analitico: procedimiento para establecer por medio de
estudios laboratoriales una base de datos que demuestren cientificamente que un
método analitico tiene las caracteristicas de desempefio que son adecuadas para
cumplir los requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas. Implica la
demostracion de la determinacion de las fuentes de variabilidad y del error
sistematico y al azar de un procedimiento, no solo dentro de la calibracion sino en el

analisis de muestras reales.
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11. Anexos.

Tabla 7. Datos de concentracion y porcentaje recuperado para la prueba de exactitud realizada por

Tabla 8. Resultados de la prueba de t de student para determinar la linealidad del método.

triplicado.
Concentracion Eventos
(Mm) 1 2 3
Porcentaje %

0.04 104.27 104.27 104.27

0.08 96.39 97.6 97.6
0.12 96.59 96.59 96.99
0.16 104.87 106.09 105.78

0.2 98.21 98.21 98.21
Media 100.066 100.552 100.57
S 4.1771 4.3125 4.1243
%CV 4.1743 4.2888 4.1010
Varianza 17.4481 18.5974 17.0102

Prueba t
t tabulada 0.741 0.741
t calculada 0.4304 0.4304
var igual var dif
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Tabla 9. Datos obtenidos a partir del analisis estadistico utilizando la prueba de Cochran

PRUEBA DE Q DE COCHRAN

X0 = (K -1) [K SGn?- (S Gn)?/KSLc - S Lc?

K| K-1 SGn? (SGn)® SLc SLc’ KSGn? KSLc
5] 4 1299150.901 6495668 3149 1993729 6495755 15743
347
X%o= -1977985
-0.00017533

K SGn’ 6495755
(S Gn)® 6495668

K -1 4

KSLc 15743

SLc? 1993729
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Tabla 10. Resultados obtenidos para determinar la exactitud del método.

Porcentaje de recuperacion (PR)

Concentracién P.R1 PR2 | PR3 | PR4 | PR5 | P.R6 DE | CV (%)
(mM)
40 101.34 101.34 | 104.85 | 104.85 | 104.85 | 103.44 1.92 1.85
80 103.1 105.15 | 104.44 | 105.44 | 105.15 | 104.05 1.73 1.66
120 103.1 103.68 | 103.49 | 103.49 103.1 103.37 0.26 0.25
160 99.14 99.29 99.58 99.58 99.43 99.4 0.19 0.19
200 100.28 98.64 98.41 98.41 98.53 98.85 0.8 0.81
(PRP) 101.82+0.98
(%)
CV (%) 1
Tabla 11. Precision y repetibilidad de AuNPs-Citrato.
Porcentaje de recuperacién (PR)
Concentracién PR1 PR2 PR3 PR4 PR5 PRP (%) | DE (%) | CV (%)
(mM)
0.04 105.9 97.1 95.3 97.9 97.1 98.66 4.1 4.2
0.08 98.7 99.6 100.1 97.1 100.1 99.11 1.26 1.27
0.12 101.1 102.2 102.8 97.8 102.6 101.3 2 1.98
0.16 100.1 103.1 102.6 98.2 99.6 100.92 2.04 2
0.2 98.6 101.9 103.4 94.8 97.6 99.26 3.4 3.42
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Tabla 12. Porcentaje de recuperacion de las AuNPs-Citrato

EXPERIMENTALES A

Concen| PR1 PR2 | PR3 | PR4 | PR5 | PRP | DE |CV(%)| Lc Lc?
tracion | (%) (%) @) | W | @) | )
(mM)

40 101.34 | 101.34 | 104.85| 104.85| 104.85 |103.446|1.9225| 1.8585 | 557.23 | 310505

80 103.1 105.15 | 104.44 | 105.44 | 105.15 |104.656 | 0.9448 | 0.9028 | 603.28 | 363947

120 103.1 103.68 | 103.49 | 103.49 | 103.1 |103.372]0.2601| 0.2516 | 636.86 | 405591

160 99.14 99.29 | 99.58 | 99.58 | 99.43 | 99.404 |0.1906| 0.1917 | 657.02 | 431675

200 100.28 98.64 | 98.41 | 98.41 | 98.53 | 98.854 |0.8029| 0.8122 | 694.27 | 482011

SGn 506.96 508.1 |510.77 | 511.77 | 511.06 |509.732 3148.66 | 1993729

257008 | 258166 |260886 |261909|261182 SlLc S Lc?

SGn® | 1299151

2549

(SGn)* |6495667.8

gl=K(tratamientos) -1= 5-1=4
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