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Lista de abreviaturas

HNC: Cancer de cabeza y cuello (en inglés Head and Neck cancer)
SLNs: Ganglios linfaticos centinela (en inglés Sentinel lymph node)
SPECT: Tomografia computarizada por emision de fotén Unica (en inglés single
photon emission computed tomography)

CT: Tomografia computarizada (en inglés computed tomography)
9MTc: Tecnecio 99 metaestable

AuNPs: Nanoparticulas de oro

MR: Receptor a manosa (en inglés Mannose Receptor)

Tamb: Temperatura ambiente

ALA: Acido lipoico (en inglés Alpha lipoic acid)

EDC: Clorhidrato de N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
NaOH: Hidroxido de sodio

KCI: Cloruro de potasio

SSI: Solucioén Salina Isotonica

EDDA: Acido etilendiamina-N, N’-diacetico

SnCl2: Cloruro de estafio |l

N2: Nitrdgeno gaseoso

Na®*™TcOa: Pertecnetato de sodio radioactivo

SSI: Solucion salina isoténica

Manosa-NHz2: Clorhidrato de 2-Aminoetil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-manopiranosido

PBS: Buffer de fosfatos (en inglés Phosphate-buffered saline)
HYNICGGC: Hidrazinonicotinamida-Glicina-Glicina-Cisteina
mL: Mililitro

nM: Nanomolar

pL: Microlitro

rpm: Revoluciones por minuto

h: Hora

min: Minuto

M: Molar

mM: Milimolar

mg: Miligramo

Vi


https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphate-buffered_saline
https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphate-buffered_saline

ITLC: Cromatografia instantanea en capa fina (en inglés Instant Thin Layer
Chromatography)

PO: Nédulo popliteo

Man: Manosa

FTIR-ATR: Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier con reflexion total
atenuda (en inglés Fourier transform infrared - Attenuated Total Reflection)

XPS: Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (por sus siglas en
inglés de X-ray photoelectron spectroscopy)

VPH: Virus del Papiloma Humano

CCE: Carcinoma de células escamosas

END: Diseccion electiva del cuello (en inglés elective neck dissection)

EMT: Transicion epitelial a mesenquimatosa (en inglés epithelial-mesenchymal
transition)

TAM: Macréfago asociado a tumores (en inglés Tumor-associated macrophages)
PET: Tomografia por emision de positrones (en inglés Positron Emission
Tomography)

%Mo: Molibdeno 99

NPs: Nanoparticulas

Vi


https://en.wikipedia.org/wiki/Fourier_transform

1. Resumen

La hipotesis del ganglio linfatico centinela es sencilla y atractiva, pues el flujo linfatico
eferente de las neoplasias sdélidas malignas no se distribuye al azar, sino sigue un
patrén en algunos tipos de cancer. La localizacion y consiguiente biopsia selectiva de
este primer ganglio es importante al ofrecer una valoracion directa de cual seria la
histologia de diseminacion de metastasis del tumor primario en cancer de cabeza y
cuello. Los ganglios linfaticos son 6rganos importantes del sistema inmune periférico,
sus dos principales funciones son la filtracion de la linfa y el reconocimiento y
procesamiento inmunolégico. Las metodologias actuales para llevar a cabo la
localizacion y biopsia del ganglio centinela se basan en colorantes vitales y

radiotrazadores. 12

En la practica clinica existen nanocoloides de 2 a 200 nanémetros, que incluyen
compuestos radiomarcados con *°"Tc como:

e Seroalbumina humana.

e Azufre coloidal.

e Dextrano.

e Trisulfuro de antimonio.
Que in vivo muestran una gran difusion, con una visualizacion rapida de canales
venosos Yy linfaticos, y aparicion de numerosos ganglios de drenaje. 3° Sus
desventajas son una pobre selectividad a ganglios y ademas es posible que no se
produzca una migracion efectiva del trazador y de que éste quede retenido por

fagocitosis rapida en el lugar de la inyeccion.®

En este proyecto se desarrolld, caracterizé y evalué mediante estudios de imagen
molecular preclinica un nanocoloide *°™Tc-AuNP-Manosa como medio de contraste
para tomografia computarizada por emision de un solo foton (SPECT) con una
selectividad incrementada por los componentes y estructuras de los ganglios

linfaticos.



1. Introduccién

El cancer es un grupo de enfermedades que se caracteriza por la presencia de células
anormales con caracteristicas como:

e Pérdida de control en sus mecanismos de regulacion en su division celular.

e Evasion de la muerte celular.

e Capacidad de iniciar angiogénesis.

e Capacidad de invadir tejidos cercanos y diseminarse a otras partes del cuerpo

a través del torrente sanguineo y el sistema linfatico. "—°

El cancer de cabezay cuello (HNC, en inglés) es un tipo de tumor maligno que puede
afectar las células escamosas que revisten las superficies hUumedas y mucosas del
interior de la cabeza y del cuello, por ejemplo: dentro de la boca, de la nariz y de la
garganta.® EIl HNC se ubica a nivel mundial como el sexto cancer mas comun. En
2015 se reportd que 359,718 personas padecian cancer de faringe y de la cavidad
bucal.!! Se estima que 600,000 nuevos casos surgiran anualmente a nivel mundial y
alrededor del 40-50% de los pacientes tendra un promedio de vida de 5 afios.*? El
cancer de cabeza y cuello se ubica en el séptimo lugar en mortalidad mundial; se
estiman 375,000 muertes anuales, de las cuales el 5.8% (21,762) ocurrieron en
América Latina.'® México se encuentra entre los primeros cinco lugares de mayor
frecuencia en América Latina, con un riesgo relativo de 7.5/100,000 habitantes y del
0.88%. Diversas instituciones en el pais coinciden en que existe un incremento en la

prevalencia de esta enfermedad.® (Léase mas en Anexo ).

A pesar de los avances considerables en cirugia, quimioterapia, radiacion y terapias
dirigidas en HNC, el diagndstico temprano representa las mayores probabilidades de
superar la enfermedad. La estadificacion del tumor es de gran importancia ya que se
puede otorgar el tratamiento mas adecuado para mejorar el prondéstico del paciente.'4
(Léase mas en Anexo |). La biopsia del ganglio centinela (SLNs, en inglés) es un
procedimiento quirdrgico en el que se identifica, se extirpa y se examina el ganglio
mas proximo que recibe la linfa del tumor primario, y es el lugar mas proximo para
localizar células cancerosas, individuales o micrometastasis cuando se separan del

tumor.'® La presencia de células cancerosas en el ganglio (o los ganglios) centinela



se interpreta como la progresion del tumor a metastasis.'* Este diagndstico es de gran
valor ya que puede ayudar al médico a determinar el estadio del cancer (la extension
de la enfermedad en el cuerpo) y a formular un plan de tratamiento adecuado.'® El
analisis de ganglios linfaticos es de particular importancia en HNC, ya que se sabe
qgue frecuentemente producen metastasis via los conductos linfaticos y los nédulos

linfaticos.l’ (Léase mas en Anexo |)

Para identificar la presencia o ausencia de células cancerosas en los SLNs se
requiere extirpar los nédulos y hacer un andlisis bajo microscopio. El procedimiento

se denomina linfogammagrafia o linfoescintigrafia y consiste en la:

1. Administracion de un agente de contraste radiactivo y un contraste
colorido que viaja a través de los conductos linfaticos hasta los
ganglios?.

2. Por la fisiologia de los ganglios los medios de contraste son retenidos
temporalmente al menos durante 4 horas.?

3. Posteriormente, el cirujano en el quiréfano utiliza un sensor para ubicar
areas de emision radiactiva en zonas aledafias al tumor.

4. Después, de localizarlas y marcarlas, realiza una pequefia incision para
extraer el ganglio para su andlisis. El medio de contraste colorido ayuda
a confirmar visualmente la extirpacion del nédulo linfatico.

5. La localizacion correcta del SLNs para su extirpacidon es de gran
importancia ya que impacta en los pasos a seguir en el tratamiento de

los pacientes.1318 (Léase mas en Anexo ).

Recientemente, se ha visto que la visualizacién del sistema linfatico previo a la
extirpacion en el quiréfano impacta significativamente en la planeacion del
procedimiento y en la recuperacion del paciente.?® La tomografia computarizada por
emision de un solo fotén (SPECT, en inglés) junto con la tomografia computarizada
(CT, eninglés) se han convertido en el caballo de batalla para la visualizacion previa
a la intervencion quirdrgica. Esta técnica hibrida ha demostrado una mejora en la

sensibilidad y especificidad de los estudios gammagraficos, acortando los tiempos de



adquisicion y brindando imégenes corregidas por atenuacion para facilitar el andlisis
de ellas.* (Léase mas en Anexo ).

Los medios de contraste radiactivos mas comunes para la localizacion de SLNs son
particulas coloidales radiomarcadas con tecnecio 99 metaestable radiactivo (**™Tc),

tales como:

e 9MTc-azufre coloidal.
e 9MTc-albumina coloidal.

o IMTc-trisulfuro de antimonio.

Estas son particulas coloidales entre 10-20 nm de tamafio, suficientemente pequefias
para migrar rapidamente hacia los ganglios y suficientemente grandes para quedar
atrapadas en estos; sin embargo, carecen de especificidad hacia los ganglios y una
gran cantidad de coloides permanecen en el sitio de inyeccién.>®° (Léase mas en

Anexo |).

Actualmente, se estan desarrollando medios de contraste que son altamente
especificos para identificar SLNs.'® El direccionamiento activo se esta explorando
como alternativa para incrementar la especificidad de los medios de contraste. Este
consiste en la union, al medio de contraste, de biomoléculas de alta afinidad por
estructuras o componentes del SLNs.'® Particularmente, se han desarrollado
sistemas que se orientan especificamente a macréfagos polarizados.?° (Léase mas
en Anexo |). Una invencion reciente es el radiofarmaco *™Tc-Tilmanocept que ha sido
disefiado para la identificacion de SNLs y esta registrado para este propdésito tanto en
los Estados Unidos como en Europa. Es una macromolécula que consta de multiples
unidades de &cido dietilentriaminopentaacético (DTPA) y manosa, unida
sintéticamente a un esqueleto de dextrano de 10 kDa. La manosa actlia como sustrato

para el receptor (CD206) y el DTPA sirve como agente quelante para radiomarcar con
99mTC_ 21

La nanotecnologia es un area emergente que se preve tendra un impacto significativo

en la deteccion y tratamiento del cancer. Entre sus principales objetivos se encuentra



el desarrollo de sistemas nanométricos que maximicen el efecto terapéutico de
farmacos y ayuden a disminuir los efectos colaterales y toxicos.?> Algunos
nanofarmacos en el mercado para el tratamiento del cancer actualmente son: Doxil y
Abraxane.?? Entre otros de los nanomateriales mas prometedores se encuentran las
nanoparticulas de oro (AuNP), las cuales por sus propiedades quimicas, opticas y su
biocompatibilidad se han posicionado como una plataforma ideal para el disefio de
medios de contraste para la deteccion precisa de tejidos, células y biomarcadores de

diversas patologias.?* 2> (Léase mas en Anexo ).

Este trabajo se enfocd en el disefio, sintesis y la prueba de concepto de un nuevo
medio de contraste utilizando nanoparticulas de oro (AuNP) como plataforma. Para
ello se sintetizé el nanocoloide *MTc-AuNP-Manosa (vea figura 1.1) para asistir en la
localizacién y mapeo de ganglios linfaticos centinela. El nanocoloide consiste en una
AuNP funcionalizada con manosa y radiomarcada con el radiontclido %™Tc. Se
utilizaron nanoparticulas de oro ya que su quimica permite su rapida modificacion con
moléculas organicas y bioldgicas?®, y se utilizé el polisacarido manosa ya que en el
sistema linfatico hay células endoteliales linfaticas y macré6fagos polarizados que
tienen receptores a manosa (MR, en inglés).?62” El *™T¢ es ampliamente utilizado
para el diagnéstico de diversas enfermedades en Medicina Nuclear mediante imagen

molecular con SPECT.>28
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Figura 2.1 Esquema representativo del nanocoloide **"Tc-AuNP-Manosa.?®



3. Hipotesis

El nanocoloide °°™Tc-AuNP-Manosa funciona como medio de contraste en la
localizacion y mapeo de ganglios linfaticos mediante imagenologia SPECT,
compitiendo con nanocoloides usados en clinica para la deteccion de ganglios

linfaticos.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general: Evaluar la eficiencia del nanocoloide radiomarcado *"Tc-
AuNP-Manosa como medio de contraste en la localizacion y mapeo de ganglios

linfaticos comparado con el nanocoloide *°MTc-Azufre coloidal.

4.2 Objetivos particulares:
e Desarrolloy caracterizacion fisicogquimica del nanocoloide radiomarcado **™Tc-
AuNP-manosa.
e Evaluacién de la captacion del nanocoloide ™ Tc-AuNP-manosa en ganglios
linfaticos de un modelo experimental en rata mediante imagen molecular
microSPECT/CT.

5. Materiales y métodos

5.1 Reactivos

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) de 20 nm se compraron en Sigma- Aldrich (St.
Luis, MO, USA). Para la funcionalizacion de la nanoparticula de oro se utilizo: Acido
lipoico (ALA) de Sigma- Aldrich, St. Luis, MO, USA,; Clorhidrato de 2-Aminoetil 2,3,4,6-
tetra-O-acetil-a-D-manopiranosido (Synthose Inc, Canada); Clorhidrato de N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida [EDC] (Sigma- Aldrich, St. Luis, MO, USA); :
Hidrazinonicotinamida-Glicina-Glicina-Cisteina (HYNICGGC) (Peptides International,
Kentuky, USA); Hidroxido de Sodio [NaOH] (Reactivos y Productos Quimicos Finos,
S.A. De C.V.); Etanol anhidro (Sigma- Aldrich, St. Luis, MO, USA); Agua desionizada
(Sistema de purificacion de agua Milli-Q® Advantage A10).

Para la evaluacion fisicoquimica se utilizd: BI-ZR3 Zeta, estandar para potencial
(Brookheaven Instruments Corporation, U.S.A); NanoesferasTM, estandar de



referencia para tamafio de particula (Thermo Scientific, Waltham Massachusetts
USA); Cloruro de Potasio, [KCI] (Reactivos Y Productos Quimicos Finos, S.A. De
C.V.).

En el radiomarcado se utilizé acido etilendiamino-N, N’- diacetico [EDDA], (Sigma-
Aldrich St. Luis, MO, USA); Tricina (Sigma-Aldrich St. Luis, MO, USA); Cloruro de
Estafio 1l [SnClz], (Sigma-Aldrich St. Luis, MO, USA), Gas de Nitrogeno [Nz]
(PRAXAIR, Guildford, Reino Unido), Acido Clorhidrico, [HCI], (Fermont, Monterrey,
México), Pertecnectato de sodio [Na®*"TcO,] (MiYMSA, CDMX, México); Solucién
salina isotdnica, (SSI), (Pisa, México).

Para los estudios de SPECT/CT en rata se utilizé como anestesia SOFLORAN ®
(Isoflurano), (PiSA, México); *MTc-pertecnetato y *°"Tc-Azufre coloidal, (ININ, Edo.
de México, México).

5.2 Métodos

Mapa de flujo general

AuNP « Acido lipoico
* 48 h, Tamb, pH 11

, AUNP- * Manosa-NH,
+ EDC
—: ALA +5h, Tamb, pH 7

AUNP- | yvniceac
* Pertecnetato de

HYNIC-AUNP- | sedo

* SnCl,
Manosa + EDDA/Tricina

+ 20 min, 100 °C, pH 7

> PMTc-AuNP-Manosa

(Tamb: Temperatura ambiente)



5.2.1 Adsorciéon de AuNPs con acido lipoico (AuNP-ALA)3°

Para funcionalizar las AUNPs con acido lipoico, las AuNPs 1 nM con buffer de citrato
comerciales se centrifugaron durante 30 min a 11500 rpm (Centrifuga MiniSpin Plus,
Eppendorf AG, Alemania), se forma un sedimento y con ayuda de una micropipeta de
1 mL de extrajo el sobrenadante. Se agrego agua desionizada ajustada a pH 11 con
NaOH 1 My se repite el proceso de nuevo, centrifugando a 30 min a 11500 rpm, este
procedimiento se realizo por triplicado. Se coloco 1 mL de AuNPs dispersas en una
disolucién NaOH a pH 11 (agua desionizada ajustada con NaOH 1 M) y se agregaron
100 pL de una disolucién 10 mM de &cido lipoico (disuelto en etanol anhidro). Se
realizaron 4 metodologias diferentes donde sdlo se varea el tiempo de agitacion en:
2 h, 24 h, 48 h'y 72 h. Posteriormente, se centrifugaron por 30 min a 11500 rpm
(Centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf AG, Alemania) y se lavaron tres veces con agua

desionizada a pH 11.

5.2.2 Reaccion de acido lipoico con manosa (AuNP-Manosa)3!

Para llevar a cabo la reaccién de acido lipoico con manosa y formar un grupo amida,
se agregd 1 mL de AuNP-ALA suspendidas en agua desionizada a pH 7 (ajustada
con NaOH 1 M); se agregaron 10 uL de EDC 40 mM (en agua desionizada a pH 5
ajustada con HCI 1M) y 2 pL de Clorhidrato de 2-Aminoetil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
manopiranosido (Manosa-NH2) 100 mg/mL (en etanol anhidro). Se dejo en agitacion
constante por 5 h, Posteriormente, se centrifugaron durante 30 min a 11500 rpm
(Centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf AG, Alemania) y se lavaron con agua
desionizada a pH 11 en tres ocasiones. Se dejo en hidrolisis basica a pH 11 por 24 h

para desacetilar la Manosa-NH:.

5.2.3 Adsorcion de AuNPs con HYNIC (HYNIC-AuNP-Manosa)?®

Para funcionalizar las AuNPs con HYNIC, se agregdé 1 mL de AuNP-Manosa
dispersas en agua desionizada a pH 11 y 5 pL de HYNICGGC 1 mM (disolvente:
etanol anhidro) y se dejo en agitacion constante por 24 h. Al finalizar, se centrifugaron
durante 30 min a 11500 rpm (Centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf AG, Alemania), se
formé un sedimento y con ayuda de una micropipeta de 1 mL de extrajo el
sobrenadante. Se agrego agua desionizada ajustada a pH 11 con NaOH vy se repitié

la centrifugacion a 30 min a 11500 rpm, este procedimiento se realiz6 por triplicado.



5.2.4 Saturacion de AuNP con &cido lipoico
Para determinar el nimero de moléculas de &cido lipoico que se adsorben a una
AUNP, se utilizé como referencia la absorbancia de ALA a 330 nm, la cual se midi6

en un espectrofotometro (Beckman Coulter, U.S.A.). 3¢

Se preparo un stock de &cido lipoico 10 mM en etanol.

Se realiz6 una curva patrén de acido lipoico por triplicado como se muestra en la tabla.

nmol Volumen de Stock de Volumen de Volumen de H,O pH 11
acido lipoico 10 mM Etanol anhidro (pL)
(HL) (uL)
484 50 100 850
727 75 75 850
969 100 50 850
1211 125 25 850
1454 150 0 850

Se prepararon por triplicado muestras de 1 mL AuNP en solucién acuosa a pH 11 con
100 pL de &cido lipoico a 10 mM y se incubaron durante los tiempos: 2 h, 24 h, 48 h,
65 h, 72 h. Al finalizar el tiempo de incubacién se centrifugaron las AUNP-ALA por 5
min a 12 000 rpm (Centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf AG, Alemania) en tubos
Amicon Ultra (0.5 mL Ultracel — 100 K) se recolecto el sobrenadante y con ayuda de
una micropipeta 1 mL se coloc6 en una celda de cuarzo para posteriormente leer la

absorbancia a 330 nm.

5.2.5 Saturacion de AuNP con HYNIC?6

Para determinar el numero de moléculas de HYNIC que se adsorben a una AuNP, se
utilizé como referencia la observancia de HYNIC a 280 nm, la cual se midié en un
espectrofotometro (Beckman Coulter, U.S.A)).

Se preparo un stock de HYNIC 1 mM en etanol.



Se realizd una curva patrén de HYNIC por triplicado como se muestra en la siguiente

tabla.
nmol | Volumen de Stock de HYNIC Volumen de Etanol Volumen de H20 pH

1ImM anhidro 11

(ML) (ML) (ML)
2 2 5 993
3 3 4 993
4 4 3 993
5 5 2 993
6 6 1 993
7 7 0 993

Se prepararon por triplicado muestras de 1 mL AuNP en solucion acuosa a pH 11 con
5 pL de HYNIC 1 mM y se incubaron durante 20 min, 2 h, 24 h, 48 h. Al finalizar el
tiempo de incubacion se centrifugaron las AUNP-HYNIC por 30 min a 12 500 rpm
(Centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf AG, Alemania) en tubos Amicon Ultra (0.5 mL
Ultracel — 3 K) se recolecto el sobrenadante y con ayuda de una micropipeta de 1 mL

se coloc6 en una celda de cuarzo para posteriormente leer la absorbancia a 280 nm.

5.2.6 Espectrofotometria UV-VIS
Para determinar la estabilidad del nanocoloide HYNIC-AuNP-Manosa a lo largo de la
sintesis se fue analizando los espectros de UV-VIS, se utilizdé un espectrofotometro
(Beckman Coulter, U.S.A.). Se tomo 1 mL de muestra al inicio de AuNP, al finalizar la
reaccion de AuNP-ALA se volvié a analizar, luego al obtener el nanocoloide AUNP-
Manosa se continuo con el analisis y al final el nanocoloide HYNIC-AuNP-Manosa se
analizé para obtener los 4 resultados a lo largo de todo el proceso de manufactura,
se desarrollaron 4 sintesis diferentes, donde la Unica variacion fue el tiempo de
incubacion con acido lipoico (ALA) en los tiempos 2h, 24 h, 48 h, 72 h. A cada una se
le realiz6 el mismo procedimiento haciendo un barrido de 400 a 1000 nm en cada una
colocando en una celda de cuarzo 1 mL. Los 16 nanocoloides que se analizaron
fueron:

Sintesis 1 | AUNP | AUNP-ALA 2 h | AuNP-Manosa 2 h | HYNIC-AuNP-Manosa 2 h
Sintesis 2 | AUNP | AUNP-ALA 24 h | AuNP-Manosa 24 h | HYNIC-AuNP-Manosa 24 h
Sintesis 3 | AUNP | AUNP-ALA 48 h | AuNP-Manosa 48 h | HYNIC-AuNP-Manosa 48 h
Sintesis 4 | AUNP | AUNP-ALA 72 h | AuNP-Manosa 72 h | HYNIC-AuNP-Manosa 72 h
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5.2.7 Didmetro hidrodinamico

El diametro hidrodindmico se determiné usando un equipo Zetasizer Analyzer 90
PLUS/BI-MAS (Brookheaven Instruments Corporation, U.S.A). Se utilizaron 10 uL de
nanoesferas de poliestireno como estandar de referencia (Duke Scientific, U.S.A)
suspendidas en aproximadamente 2 mL de KCI 10 mM para verificar el

funcionamiento del equipo.

Para realizar la medicion de las AuNPs, se tomé 1 mL de AuNPsy 1 mL de KCI 1 mM
(ajustado a pH 7 con NaOH 1 M). Todas las disoluciones de KCI fueron filtradas con
un filtro millepore de 0.22 pum.

5.2.8 Potencial zeta

El potencial Z se determind, al igual que el diametro hidrodindmico, en el equipo
Zetasizer Analyzer 90 PLUS/BI-MAS (Brookheaven Instruments Corporation, U.S.A).
Se determiné el potencial Z empleando un electrodo de paladio con una celda de
acrilico de cuatro lados claros. Como estandar se utilizé una solucion de BI-ZR3 Zeta
en una disolucion de KCI 1 mM. La medicion se realizé con 1.5 mL de AuNPs
dispersas en una disoluciéon de KCl 1 mM (ajustada a pH 7 con NaOH 1 M). Todas las

disoluciones de KCI fueron filtradas con un filtro millipore de 0.22 um.

5.2.9 Espectroscopia FTIR
Los espectros FTIR-ATR se registraron en un espectrometro Perkin-Elmer Spectrum
100 (Perkin Elmer Cetus Instruments, Norwalk, CT, EE. UU.). Ubicado en la Facultad

de Estudios Superiores Iztacala, Edo. de México, México.

5.2.10 Analisis de microscopia y analisis elemental

Las muestras de AuNP-ALA 48 h, AuNP-Manosa-HYNIC y AuNPs desnudas se
analizaron por microscopia electrénica de transmision. Las muestras se colocaron en
rejillas de cobre con una cubierta de carbono se dejaron secar y se observaron en el
equipo JEM2010 FEG del laboratorio de microscopia del Instituto de Fisica de la
UNAM.

11



5.2.11 Radiomarcado de HYNIC-AuNP-Manosa con %"Tc (*"Tc-AuNP-
Manosa)?6

Para llevar a cabo el radiomarcado de las HYNIC-AuNP-Manosa con %°"™Tc se
desgasificaron con nitrdgeno gaseoso durante 15 min las disoluciones de SnClz 10
mM, EDDA 20 mM, Tricina 30 mM y SSI. Posteriormente se colocaron las disoluciones
para incubar a 30°C por 15 min con agitacion de 500 rpm (Multi-therm, heat — shake,
Benchmark) de 0.5 mL de pertecnetato de sodio (1 mCi) con 60 puL de SnCl2 10 mM
(pH 1) y se agrego 2 uL HCI 12 N. Terminando la incubacion se ajustoé el pH a 7 con
NaOH 1 M. Después se agregaron 40 pL de Tricina 30 mM (en PBS 0.1 MpH 7.4) y
se incubo durante 10 min a 30 °C con agitacion de 500 rpm. Por ultimo, se agregaron
40 pL de EDDA 20 mM (en PBS 0.1 M pH 7.4) y 1 mL de AuNP-Manosa-HYNIC, se

incubo por 20 min a 100 °C con agitacion de 500 rpm.

5.2.11.1 Eficiencia de radiomarcado

La eficiencia de radiomarcado se llevd a cabo centrifugando la suspension
radiomarcada en el punto anterior en un tubo Amico Ultra (0.5 mL Ultracel — 100 K).
Se centrifugé por 5 min a 12 000 rpm (Centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf AG,
Alemania). Posteriormente se cuantifico la actividad del sobrenadante y el sedimento
de °°"Tc-AuNP-Manosa en un activimetro (34-056 Deluxe Isotope Calibrator Il,

Nuclear Associates, Division of victoreen. INC.).

Se obtiene la relacion de la actividad del sedimento (**"Tc-AuNP-Manosa) y la suma
del sedimento y el sobrenadante, multiplicada por cien, se obtiene la eficiencia del
radiomarcado con la siguiente ecuacion:

o ] A Sedimento
% Eficiencia del radiomarcado = A Sedimento + B Sobrenadante x 100

5.2.11.2 Pureza del radiomarcado

La pureza radioquimica se determind mediante cromatografia en capa fina (ITLC SG.
PALL Corporation), la fase movil fue SSI. En unatira de ITLC (1 x 10 cm) se colocaron
2 uL de #MTc-AuNP-Manosa, y ésta se dejo eluir con la SSI. Al terminar la elusion se
corto la tira a la mitad, para posteriomente cuantificar la radiactividad en la seccién

inferior (el bottom) y la superior (el top) en un contador de centelleo de tipo pozo
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(Modelo 2200 scaler ratemeter, LUDMUM). Se obtuvo la relacion de la actividad en la
parte inferior (Bottom) y la suma de la parte inferior (Bottom) y la superior (Top) de la
placa cromatografica (PALL, ITLCTMSG), multiplicada por cien. La pureza del

radiomarcado se obtiene con la siguiente ecuacion:

A Bottom

% Pureza del radiomarcado = A Bottom + B Top x 100

5.2.11.3 Estabilidad del radiomarcado

La prueba de estabilidad del radiomarcado se realiz6 en suero humano a 37 °C y en
SSI a temperatura ambiente. Se agregaron 100 pL del coloide *°™Tc-AuNP-Manosa
en un tubo con 500 L de suero humano y en un tubo con 500 pL de SSI. Las pruebas
se realizaron por triplicado. Las muestras en suero se colocaron en un Multi-therm
(heat — shake, Benchmark) a 37 °C por 6 h a 300 rpm, mientras que las muestras en
SSI se mantuvieron en agitacién constante a temperatura ambiente. Se tomaron
muestras a los 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 hy 6 h. La estabilidad radioquimica se
determiné mediante cromatografia en capa fina (ITLC SG. PALL Corporation) tal
como se describi6 anteriormente; la fase movil fue SSI. La estabilidad del
radiomarcado se determind en términos del porcentaje de radiactividad presente en
el coloide (el bottom de la tira de ITLC) a los distintos tiempos, después de corregir

con la ecuacion de decaimiento.

A= Aje M
Donde:
A: actividad final.
Ao: actividad inicial.
A: constante de decaimiento, particular de cada radionuclido.

t: tiempo.

5.2.12 Estudio de Cinética de biodistribucion.
5.2.12.1 Animales de experimentacion
Se utilizaron 15 ratas sanas Wistar macho entre 6-8 semanas de edad, adquiridos

del Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM en Ciudad universitaria. Los
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animales se mantuvieron en el Bioterio del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan)
siguiendo la norma vigente NOM-062-Z00-1999, en un ambiente libre de patégenos,
con agua y alimento ad libitum, con fotoperiodo dia/noche 12/12, a una temperatura
de 22 °C y humedad del 40%. Todos los procedimientos involucrados en el uso y
manejo de los animales de experimentacion fueron aprobados por los Comités
Cientifico y de FEtica del INCan (Protocolo (019/010/IBI) (CEI/1349/18)
(2019/0403/CB1)).

5.2.12.2 Rastreo linfatico mediante SPECT/CT

Los estudios de imagen molecular fueron realizados a las 0, 3 y 6 h posteriores a la
inyeccion para observar y comparar la cinética de **™Tc-AuNP-Manosa, *°™Tc-AuNP-
ALA 'y el ®mTc-Azufre coloidal en el sitio de inyeccién y en el ganglio popliteo (PO) de
las ratas. Se utilizé un equipo microPET/SPECT/CT (Albira, Bruker).

Para hacer el seguimiento de los coloides, se administré el radiofarmaco (vea tabla
5.1) por via subcutéanea en la almohadilla de las extremidades inferiores de los
animales. Durante el estudio las ratas fueron anestesiadas con Isoflurano/oxigeno
(3:100%). Para la cuantificacion de las imagenes se utiliz6 el software PMOD?3? que
se utiliza para el andlisis de estudios de SPECT y PET en neurologia, cardiologia y
oncologia. El andlisis estadistico se realiz6 mediante el establecimiento de ROIs
(regidn de interés, en inglés region of interest), en la cuales se determinoé las cuentas
por segundo, con las cuales se determina la actividad en las regiones seleccionadas,
en nuestro caso es el sitio de inyeccion y en ganglio popliteo al ser el mas préximo al
sitio de inyeccion.

Tabla 5.1 Datos de la administracién de radiofarmacos en Rata.

Grupo 1 (n = 6) Grupo 2 (n = 6)
9mMTc.AuNP-Manosa vs. #®"Tc- 9mMTc.AuNP-Manosa vs. #"Tc-

Radiofarmacos AuNP-ALA Azufre coloidal
Peso (g) 245 + 61 263 +12
Pata derecha 9MTc-AuNP-Manosa 9MTc-AuNP-Manosa
Volumen (L) 38+15 3814
Actividad (UCi) 54 + 14 67 +7
Pata izquierda %mTc-AuNP-ALA %mTc-Azufre coloidal
Volumen (pL) 37+13 43+ 8
Actividad (uCi) 55+12 48 + 13
Tiempos de
Estudio (h) 0,3,6 0,3,6
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5.2.12.3 Cuantificacion ex vivo a 3 horas

Para este estudio se utilizaron 3 ratas wistar sanas macho de 250 — 300 g sin previa
experimentacion para la comparacion de los coloides " Tc-AuNP-Manosa y MTc-
AUNP-ALA. Se obtuvieron imagenes de la cinética de ambos coloides tal como se
describié anteriormente, pero en este caso los animales se sacrificaron al final de la
imagen de 3 h. La extirpacion de los ganglios y del sitio de inyeccion se realizé
después de sacrificar a los animales mediante dislocacion cervical bajo condiciones

de anestesia con isoflurano.

6. Resultados

6.1 Estimacion del nUmero de moléculas de ALA que se adsorbieron a las
AUNPs.

Para la cuantificacion se usaron curvas patron de ALA (vea figura 6.1). La curva de
saturacion de la figura 6.1 b determin6é el nimero de moléculas de ALA que se
adsorben a las AuNPs como se muestra en la Tabla 6.1 a diferentes tiempos de
incubacion. Como se observa, el numero de moléculas adsorbidas se incrementa en
funcion del tiempo, a las 24 horas se observé una saturacion. Las moléculas de ALA
tienen un grupo tiol (-SH) y un grupo carboxilo (-COOH) como grupos funcionales, el
tiol es el grupo que se adsorbe con los atomos de oro (Au) y los grupos carboxilicos
guedan expuestos al solvente y seran utilizados para unir las moléculas de manosa-
NH2. La cuantificacion del niumero de moléculas de ALA adsorbidas permite estimar
el nimero de moléculas de manosa unidas a las nanoparticulas. Los célculos

matematicos fueron realizados usando el nimero de Avogadro (6.022 x 1022 mol?)
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Figura 6.1 a) Curva patron de acido lipoico r2 = 0.9997 (n = 3); b) Curva de saturacién de AuNPs

modificadas con moléculas de &cido lipoico (n = 3).
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Tabla 6.1 NiUmero de moléculas de &cido lipoico adsorbidas a una AuNP

Tiempo (h) | Moléculas de ALA / AuNP
2 11071 + 9587
24 41514 + 14381
48 44282 + 4794
65 47050 + 12683
72 55353 + 20895

6.2 Cuantificacién del numero de moléculas de HYNIC.

e La cuantificacion del numero de moléculas de HYNIC adsorbidas a las AUNPs
en funciéon del tiempo sirve como referencia para estimar el nimero de *°"Tc

gue se uniran a las nanopatrticulas.

e En la cuantificacién se utilizé una curva patron (Vea figura 6.2 a) para

determinar el nimero de moléculas de HYNIC unidas a las AuNPs.

e La curva de saturacién de HYNIC, al igual que la curva de ALA, mostré que el
namero de moléculas adsorbidas se incrementa en funcion del tiempo como

se muestra en la figura 6.2 b.

e La saturacion se alcanzo a las 24 horas, con alrededor de 3 mil moléculas por

particula, valores que concuerdan con resultados de AuNPs funcionalizadas.?®
e Este experimento se realizé para encontrar el tiempo adecuado para adsorcion

de HYNIC en AuNPs para obtener una cantidad de HYNIC adecuada para su
posterior radiomarcado.
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Tabla 6.2 Numero de moléculas de HYNIC adsorbidas a una AuNP

Tiempo (h) | Moléculas de HYNIC / AuNP
0.3 1199 + 430
2 2214 + 146
24 3063 + 360
48 2989 + 387

6.3 Funcionalizacion de AuNPs con manosay HYNIC

El analisis de potencial Z y del didmetro hidrodinAmico de los nanocoloides
como se observa en la figura 6.3 y 6.4, permiten corroborar de forma indirecta

la adsorcion de las nanoparticulas con los materiales organicos.

Con respecto al potencial Z, se infiere la carga eléctrica superficial de las
nanoparticulas o bien se explica como la diferencia entre el potencial eléctrico
en la superficie de corte de la nanoparticula y el potencial eléctrico de la

solucién33.

Por lo tanto, las nanoparticulas de oro desnudas (lavadas del buffer de citrato)
tienen un potencial Z de alrededor de 37.18 mV (trazo negro en Figura 6.3) y
después de su adsorcion con ALA cambiaron su polaridad a -53.74 mV, -63.76
mV, -73.04 mV y -64.21 mV, respectivamente, de acuerdo con las horas en

gue se incubo la reaccién (trazo rojo en Figura 6.3).

Se considera que este resultado se debe a la adsorcion con ALA ya que las
nanoparticulas de oro desnudas mostraron una carga superficial positiva, en
tanto que al ser modificadas con ALA los grupos carboxilicos quedan

expuestos y probablemente le otorgan la carga negativa.

El cambio de carga fue constante a los distintos tiempos de incubacién, y se
observd un pequefo incremento en la negatividad de menos 10 mV al pasar

de 2 a 24 horas de incubacion.
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En contraste al unir las moléculas de manosa a las AuNP-ALA, los cambios
fueron muy sutiles (trazo azul en Figura 6.3). Solo se observé una disminucion
en la negatividad en los tiempos de incubacién de 48 h con -67.87 mVy 72 h
con -60.25 mV.

Después de incubar el nanocoloide AuNP-manosa con HYNIC, el potencial Z
cambio ligeramente a uno menos negativo alrededor de -59 mV (trazo verde
en Figura 6.3). Esto pudo deberse a que las moléculas de HYNIC estan unidas
a un tripéptido de glicina, glicina y cisteina (Gly-Gly-Cys) los cuales tienen

grupos amino (-NH2).

La presencia de estos grupos puede favorecer la disminucion en la negatividad
de la particula. Consideramos importante sefialar que basados en las curvas
de incubacién de HYNIC con respecto al tiempo, se tomé el tiempo de
incubacion de 24 h como referencia para incubar con AuUNP-manosa, ya que a
este tiempo se observé una saturacion en la AuNP, esperando llenar los

espacios disponibles después de la reaccion con manosa.

Con respecto a los analisis de diametro hidrodinamico (DLS), se observé un
incremento de ~ 30 nm en el tamafio de las nanoparticulas después de su
adsorcién con ALA, en comparacion con las desnudas como se ve en la figura
6.4. Al realizar la reaccidn con manosa se observo un incremento en el tamafio
de los nanocoloides y una ligera reduccion después de la modificacion con

HYNIC, salvo el tiempo de incubacién de 72 horas como se ve en la figura 6.3.

Como podemos observar el tamafio fue superior al esperado, esto pudo
deberse a que las nanoparticulas estan formando pequefios agregados, como
se ve reflejado en la polidispersion final de los nanocoloides HYNIC-AuNP-
Manosa: 2h con 0.239 ; 24 h con 0.252; 48 h con 0.247 y 72 h con 0.257, pues
en valores mayores a 0.200 (vea figura 6.4) se puede pensar que existe mas

de una poblacién de tamafios.3
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AUNP incubadas con &cido lipoico (ALA) por 2 h
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AuNP incubadas con &acido lipoico (ALA) por 48 h
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d) AuUNP incubadas con &acido lipoico (ALA) por 72 h
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Figura 6.3 Graficos de potencial zeta. (n = 3) a) Potencial Z de la sintesis de AuNPs funcionalizadas
con &cido lipoico incubadas por 2 h y seguimiento del proceso hasta la adsorcién con HYNIC; b)
Potencial Z de la sintesis de AuNPs funcionalizadas con &cido lipoico incubadas por 24 h y seguimiento
del proceso hasta la adsorcion con HYNIC; ¢) Potencial Z de la sintesis de AuNPs funcionalizadas con
acido lipoico incubadas por 48 h y seguimiento del proceso hasta la adsorcion con HYNIC; d) Potencial
Z de la sintesis de AuNPs funcionalizadas con acido lipoico incubadas por 72 h y seguimiento del

proceso hasta la adsorcion con HYNIC;
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c) AuNP incubadas con &cido lipoico (ALA) por 48 h : 2;7'}';;25@
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d) AuNP incubadas con &cido lipoico (ALA) por 72 h : E;igi;’;siénl
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Figura 6.4 Graficos de diametro hidrodinamico y polidispersion. (n = 3) a) Diametro hidrodinamico
y polidispersion de la sintesis de AuNPs funcionalizadas con &acido lipoico incubadas por 2 h vy
seguimiento del proceso hasta la adsorcion con HYNIC; b) Diametro hidrodinamico y polidispersion de
la sintesis de AuNPs funcionalizadas con &cido lipoico incubadas por 24 h y seguimiento del proceso
hasta la adsorcion con HYNIC; ¢) Diametro hidrodindmico y polidispersiéon de la sintesis de AuNPs
funcionalizadas con acido lipoico incubadas por 48 h y seguimiento del proceso hasta la adsorcién con
HYNIC; d) Diametro hidrodinamico y polidispersion de la sintesis de AuNPs funcionalizadas con acido

lipoico incubadas por 72 h y seguimiento del proceso hasta la adsorcién con HYNIC.
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La Figura 6.5 muestra los resultados del analisis por FTIR-ATR para corroborar la
formacion del enlace amida. Se muestra los espectros de AUNP-ALA 48 h antes y
después de su adsorcion con manosa-NHz. El nanocoloide AuNP-ALA 48 h mostro
bandas a 1700 cm~ 1y 2927 cm~ ! que se asignaron a los enlaces de tension de los
grupos carbonilo (C = O) y -CHz-, y la banda a 1250 cm™?! se asigné al grupo hidroxilo
(O-H). % Después de la reaccion, AuNP-Manosa 48 h mostré bandas en ~3400 cm™
1y 3318 cm™ ! que fue asignado al estiramiento del enlace O-H, esta banda aparecio
ya que la molécula de manosa-NH: es rica en grupos hidroxilo. La banda a 2900 cm-
! fue asignado al estiramiento del enlace C-H de los anillos piranosicos. La banda de
1140 cm~ ! a 1070 cm™ ! se asignd al estiramiento del enlace C-O, esta region es
compleja y es caracteristica de los carbohidratos. La banda a 1641 cm™ ! se asigné al
enlace de estiramiento de C = O y la banda de 1580 cm™~ ! se asigné como enlace
curvo de flexién N-H en el plano y la banda a 1280 cm™ ! se asign6 al estiramiento del

enlace de tension de C-N.36

-CH,-
" 2848
.g C
5 5650 1700
= 1280
S 2860
= 2920 e
c-0
2970
3400-3200 Ci 1700 ALA
O-H — ALA-MAN
3600 3400 3200 3000 2800 1800 1600 1400 1200 1000

Numero de onda (cm)

Figura 6.5 Espectros infrarrojos de transformada de Fourier para el enlace covalente entra las

moléculas de manosa-NH, (MAN) y las moléculas de &cido lipoico (ALA).

6.4 Analisis de estabilidad de nanocoloides

La figura 6.6 muestra los espectros de absorcién UV-Vis donde se observa que las
AuUNPs desnudas de 20 nm presentan un pico de plasmones superficiales alrededor
de los 520 nm, donde se aprecia un espectro delgado y bien definido. En contraste,
en el tiempo de adsorcion de dos horas se observd un ligero corrimiento al rojo
mayormente en el nanocoloide AuNP-Manosa que absorbi6 a 597 a 600 nm, los cual

indico la formacion de agregados. En el tiempo de incubacion de 24 horas también se
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observo un corrimiento al rojo, sin embargo, fue inferior al observado al tiempo de dos
horas. En contraste, los tiempos de 48 y 72 horas no mostraron desplazamientos,
pues se mantuvieron entre los 518 y 523 nm. En todos los espectros de absorcion se
observo un ensanchamiento inversamente proporcional al tiempo de incubacién con
ALA. Los mas anchos fueron los de 2 horas. Estos resultados indicaron el tiempo de
incubacion con ALA se relaciona con la estabilidad de los nanocoloides. Es importante
sefalar que a través del tiempo los nanocoloides de 2 horas de incubacién con ALA

mostraron visualmente una mayor agregacion que los demas tratamientos.
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Funcionalizacién de AuNPs incubadas con acido lipoico (ALA) por 48 h
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d) Funcionalizacién de AuNPs incubadas con &cido lipoico (ALA) por 72 h
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Figura 6.6 Espectros de UV-Vis de 400 a 1000 nm. A 520 nm absorben las AuNP de 20 nm. a)
Espectro de UV-Vis de la sintesis de AuNPs funcionalizadas con &cido lipoico incubadas por 2 h'y
seguimiento del proceso hasta la adsorcién con HYNIC; b) Espectro de UV-Vis de la sintesis de AUNPs
funcionalizadas con acido lipoico incubadas por 24 h y seguimiento del proceso hasta la adsorcién con
HYNIC; c) Espectro de UV-Vis de la sintesis de AuNPs funcionalizadas con acido lipoico incubadas
por 48 h 'y seguimiento del proceso hasta la adsorcion con HYNIC; d) Espectro de UV-Vis de la sintesis
de AuNPs funcionalizadas con &cido lipoico incubadas por 72 h y seguimiento del proceso hasta la
adsorcién con HYNIC.
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6.5 Analisis por microscopia electrénica

e Enla Figura 6.7 se presentan las microscopias TEM de las nanoparticulas en
las que se midi6 el nucleo de alta densidad electronica, los valores en lo que
oscila son entre los 14 y 26 nm. No se observaron cambios estructurales

visibles en el ndcleo al modificarlas con las distintas cubiertas.

e Comparando el tamafio observado en TEM con el radio hidrodinamico
observado en DLS (vea Figura 6.4) se puede deducir que no hay un incremento
de tamafio en las nanoparticulas al funcionalizarlas con manosa y HYNIC, en

cambio, la formacion de agregados es visible incluso en TEM.

e Con esta observacion podemos reconocer que las nanoparticulas tienden a
formar cumulos, lo cual concuerda con los valores observados de

polidispersién.3’

e Al analizar individualmente las nanoparticulas, se observo en la figura 6.8 una
cubierta sobre la superficie de las nanoparticulas. La cubierta fue visible solo

en las particulas modificadas como se ve en las imagenes b y c.

e El andlisis elemental de las nanoparticulas mostro un ligero incremento en la
presencia de azufre (S), nitrégeno (N) y oxigeno (O) en las particulas
modificadas con ALA y HYNIC.

e Los picos correspondientes al cobre (Cu), silicio (Si) y carbon (C) se deben al

soporte y a trazas de grasa de silicona de vacio presentes en el equipo.
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Figura 6.8 Imagenes HRTEM (Escala 20 nm) y analisis elemental. a) AuNPs pristinas; b) AuNP-
ALA; ¢) AuNP-Manosa-HYNIC (sintesis de 48 h incubadas con &cido lipoico).
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6.6 Radiomarcado de HYNIC-AuNP-Manosa y HYNIC-AuNP-ALA con %MT¢

e Después de analizar los distintos nanocoloides se decidié radiomarcar las

formulaciones HYNIC-AuNP-Manosa con tiempos de incubacion de 48 y 72

horas con ALA y la formulacion HYNIC-AuNP-ALA 48 h, considerando que sus

espectros de UV-VIS mostraron mayor estabilidad en términos de agregacion

como se observa en la figura 6.5.

e La eficiencia de radiomarcado del coloide HYNIC-AuNP-Manosa 48 h fue

mayor a la del coloide HYNIC-AuNP-Manosa 72 h como se ven la figura 6.9,

ademas su desviacion estandar fue menor comparando ambas sintesis.

e La eficiencia de radiomarcado del coloide HYNIC-AuNP-Manosa 48 h fue del

86 = 14 %, mientras que la del coloide HYNIC-AuNP-ALA fue del 86 = 9 %.

e Se realizaron las pruebas de radiomarcado para el coloide HYNIC-AuNP-ALA

debido a que se utilizard como control en la siguiente fase de imagen molecular

SPECTI/CT.

e Lapurezaradioquimica del nanocoloide HYNIC-AuNP-Manosa 48 h fue mayor,

en comparacion con el coloide HYNIC-AuNP-Manosa 72 h como se ve en la

figura 6.9, esto pudo deberse a que, en pasos anteriores, la eficiencia de

radiomarcado también fue menor.

e La pureza radioquimica del nanocoloide HYNIC-AuNP-Manosa 48 h es de 97

+ 2 % y la del coloide HYNIC-AuNP-ALA es de 95 £ 7 %.

e La estabilidad radioquimica de ambas formulaciones fue estable en suero y

solucion salina isotdnica, no hubo evidencia de inestabilidad en los conjugados

durante el tiempo de analisis (seis horas). Por lo tanto, se pudieron realizar los

estudios de SPECT.
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Figura 6.9 Eficiencia radioquimica (n = 3) realizada con cromatografia en capa fina (ITLC SG, PALL
Corporation), fase movil SSI. Pureza radioquimica (n = 3). La purificacién se llevé acabo con tubos
Amico Ultra (0.5 mL Ultracel — 100 K) se centrifugo por 5 min a 12 000 rpm (Centrifuga MiniSpin Plus,
Eppendorf AG, Alemania). Estabilidad radioquimica (n = 3). La estabilidad radioquimica se tomé a
los tiempos: 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 hy 6 h. Se incubaron los nanocoloides -HYNICAuNP-Manosa

48 h'y HYNIC-AuNP-Manosa 72 h a 37 °C en Suero humano y solucidn salina isoténica a 300 rpm.

6.7 Estudio de Cinética in vivo por SPECT/CT

En esta seccion se describen los resultados obtenidos de los andlisis de cinética del
nanocoloide radiomarcado *™Tc-AuNP-manosa. Para los efectos de este trabajo nos
restringimos a la fraccion de la actividad administrada que se localiza en el nédulo
popliteo (PO) como se observa en la figura 6.10. Las nanoparticulas se inyectaron en

la planta de las patas traseras, por lo que se espera el nédulo popliteo sea marcado,
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el cual drena centralmente hacia el nédulo iliaco y renal a lo largo de la linea media.
El PO también drena hacia el nédulo inguinal y después a lo largo de la linea media.
El drenaje del PO al nddulo axilar solo ocasionalmente es observado (linea

punteada).3®

Figura 6.10 Esquema de sistema linfatico en rata, los trazos en azul muestran los vasos y nédulos
linfaticos y la flecha el sitio de administracion de la actividad. Las abreviaturas son: AX, nédulo axilar;

IL, nédulo iliaco; IN, nédulo inguinal; PO, nédulo popliteo; RE, nédulo renal (imagen tomada de ref.38).

Después de inyectar las nanoparticulas, se tomaron imagenes SPECT/CT en tiempos
definidos. Las manchas que se observan en la reconstruccién de las imagenes 2D del
SPECT/CT corresponden a la actividad presente en el sitio marcado, donde el color
rojo representa una concentraciéon mayor y se va degradando hasta el color azul que
representa una concentracibn menor. Inmediatamente después de administrar las
dosis (T1), tres horas después (T2) y una medicion final a las seis horas (T3). A
continuacion, se muestra una serie de imagenes de la administracion de
nanoparticulas modificadas con manosa y como control nanoparticulas modificadas
Uunicamente con &cido lipoico (vea figura 6.11). Al T1 en ambos nanocoloides
Unicamente se observé una alta actividad en los sitios de inyeccion, en tanto que al
tiempo T2 se observd una migracion al nodulo popliteo Unicamente en las
nanoparticulas modificadas con manosa. Al tiempo T3 se observdO que ambas
nanoparticulas migran a los ganglios popliteos. Resulta importante remarcar que en
las series de imagenes observadas no se observé la migracion de los conjugados a

los ganglios proximos AX, IL, IN o RE.
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Figura 6.11 Imagenes SPECT/CT de ratas Wistar después de inyectar con formulacion *®™Tc-
AuNP-Manosa y ®"Tc-AuNP-ALA. a) Rata 1; b) Rata 2; c) Rata 3. T1 corresponde a 0 h; T2
corresponde a 3 h; T3 corresponde a 6 h. Man: ®"Tc-AuNP-Manosa; ALA: ®"Tc-AuNP-ALA.
Reconstruccion de imagenes con software PMOD. La flecha azul indica la localizacion del ganglio
popliteo marcada con el coloide *°*™Tc-AuNP-Manosa y la flecha roja indica la localizacién del ganglio
popliteo marcada con el coloide °™Tc-AuNP-ALA.
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9MTc-AuNP-Manosa 9MTc-AuNP-ALA
Analisis Sitio de Ganglio Sitio de Ganglio
SPECT inyeccion popliteo inyeccion popliteo
Oh 100.0£0.0 0.0+0.0 100.0 £ 0.0 0.0+0.0
3h 67.5+1.6 1.4+0.6 48.5+11.1 1.5+05
6 h 45.0+8.4 2.2 +0.6 329+8.3 25+1.3

Tabla 6.3 Cinética por SPECT de *™Tc-AuNP-Manosay *™Tc-AuNP-ALA. (n = 6). Biodistribucion
en patas traseras y ganglios popliteos de las ratas wistar administradas con °°™Tc-AuNP-Manosa y

99mTc-AuNP-ALA a los tiempos 3 h y 6 h. Datos extraidos del programa PMOD. (Correccion de datos
por decaimiento).

6.8 Cuantificacién ex vivo a las 3 horas

e Para corroborar lo observado por las técnicas de imagen molecular SPECT/CT,
se comparo los resultados obtenidos por la cuantificacién de radiacion ex vivo

y los generados por el estudio SPECT/CT como se presenta en la tabla 6.4.

e La captacion en el sitio de inyeccién se comporté de manera similar en ambos
casos, mientras que en el ganglio popliteo en la formulacién *°™Tc-AuNP-

Manosa, hubo una menor captacién identificada por el estudio SPECT/CT.

e Esto se puede deber a que el equipo microPET/SPECT/CT no es tan sensible

a radiaciones muy pequefas. Por lo que los resultados ex vivo son mas
confiables.
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9MTc-AuNP-Manosa 9MTc-AuNP-ALA
Andlisis Sitio de Ganglio Sitio de Ganglio
inyeccion popliteo inyeccion popliteo
Oh 100.0 £ 0.0 0.0+£0.0 100.0 £ 0.0 0.0+0.0
3 hinvivo 74.2+9.4 1.0+£0.3 79.3+115 3.1+27
3 h ex vivo 80.4+6.9 34+1.3 77.4+53 3.1+0.9

Tabla 6.4 Cuantificacion ex vivo a las 3 h. (n = 3). Extraccion de patas traseras y ganglios popliteos
de las ratas Wistar administradas con *™Tc-AuNP-Manosa y *"Tc-AuNP-ALA. (Correccion de datos
por decaimiento).

6.9 Estudio de cinética in vivo del ®"Tc-Azufre coloidal por SPECT/CT

e El siguiente experimento fue probar el desempefio del coloide *°"Tc-AuNP-

manosa contra un estandar de oro, °"Tc-azufre coloidal.

e Al tiempo T1 s6lo se acumulan los nanocoloides en el sitio de inyeccién, para
el T2 ya hay migracion en ambos ganglios popliteos que se mantienen hasta
el T3 (vea figura 6.13), sin presencia de migracion de los conjugados a los
ganglios préximos AX, IL, IN o RE.

e Sin embargo, al procesar las imagenes en 3D, se observa en la figura 6.14 una

mayor acumulacion en el ganglio popliteo que se marcé con el coloide **™Tc-
AuNP-manosa alas 3y 6 h.
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Figura 6.12 SPECT/CT 2D de ratas Wistar después de inyectar con formulacion *°™Tc-AuNP-
Manosay **™Tc-Azufre coloidal. a) Rata 1; b) Rata 2; ¢) Rata 3. T1 corresponde a 0 h; T2 corresponde
a 3 h; T3 corresponde a 6 h. Man: %®"Tc-AuNP-Manosa; S: **"Tc-Azufre coloidal. La flecha azul indica
la localizacion del ganglio popliteo marcada con el coloide **™Tc-AuNP-Manosa y la flecha naranja
indica la localizacion del ganglio popliteo marcada con el **™Tc-Azufre coloidal. Reconstruccion de
imégenes con software PMOD.
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Figura 6.13 SPECT/CT en 3D de ratas Wistar después de inyectar con formulacion *°™Tc-AuNP-
Manosay ®™Tc-Azufre coloidal. a) Rata 1; b) Rata 2; ¢) Rata 3. T1 corresponde a 0 h; T2 corresponde
a 3 h; T3 corresponde a 6 h. Man: %®"Tc-AuNP-Manosa; S: **"Tc-Azufre coloidal. La flecha azul indica
la localizacion del ganglio popliteo marcada con el coloide 2°™Tc-AuNP-Manosa y la flecha naranja
indica la localizacion del ganglio popliteo marcada con el °*™Tc-Azufre coloidal. Reconstruccion de

imagenes con software OsiriX.
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Se determind la actividad con ayuda del programa PMOD, en cada zona (patas
traseras y ganglios popliteos) para obtener una relacion de la cantidad de coloide que
se encuentra en la zona.

Se puede observar que conforme transcurre el tiempo después de la administracion
del radiofarmaco, la actividad en las patas va disminuyendo y va migrando a los
ganglios popliteos de cada extremidad. (vea tabla 6.5).

9MTc-AuNP-Manosa 9mTc-Azufre coloidal
Andlisis Sitio de Ganglio Sitio de Ganglio
SPECT inyeccion popliteo inyeccion popliteo
Oh 100.0£0.0 0.0+0.0 100.0 £ 0.0 0.0+0.0
3h 78.8+6.9 3.3+1.2 73.2+10.0 42+1.2
6 h 58.5+9.7 45+14 53.4+7.2 45+0.7

Tabla 6.5 Cinética por SPECT de %™Tc-AuNP-Manosa y °M™Tc-azufre coloidal. (n = 5).
Biodistribucion en patas traseras y ganglios popliteos de las ratas wistar administradas con %mTc-
AuNP-Manosa y ?*mTc-azufre coloidal a los tiempos 3 h y 6 h. (Correccion de datos por decaimiento).

7. Discusion

A partir de un trabajo previo de Ocampo-Garcia et al, se plante6 el desarrollo de
nanoparticulas de oro funcionalizadas con manosa y radiomarcadas con %MTc, este
coloide funcionaria como medio de contraste en la localizacién y mapeo de ganglios
linfaticos.®

Se ha investigado en la literatura que los medios de contraste actuales para la
localizacion y mapeo de ganglio centinela, no son selectivos a ganglios. Por lo que su
migracion y estancia son cortas para tener una correcta seleccion de SLNs para su
posterior biopsia y andlisis. % Dando por consecuencia falsos negativos y por

consiguiente una mala estadificacion y planteamiento de terapia del paciente. 13

Se realiz6 la funcionalizacion de Manosa, mediante una reaccién quimica sencilla
entre Manosa-NHz y ALA, y se plante6 mejorar la eficiencia del radiomarcado obtenida
con el ®MTc y realizar estudios de cinética in vivo por técnicas de imagen molecular,
para que, en un trabajo posterior, haya un seguimiento a los estudios preclinicos del

coloide " Tc-AuNP-Manosa.
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La caracterizacion fisicoquimica que se realizo es indispensable para cualquier
nanocoloide que se utilice en el area médica.®® Nuestro primer experimento fue
determinar el nimero de moléculas de &cido lipoico y el nimero de moléculas de
HYNIC que se adsorbieron a una nanoparticula de oro, para obtener datos de un
proceso reproducible, ademas de tener un control y conocimiento de las moléculas
de manosa disponibles para interactuar con los receptores a manosa de las células
linfaticas y de los macréfagos presentes en los ganglios linfaticos.t7.27:39.40

Por otro lado saber el nimero de moléculas de HYNIC, porque sera el agente quelante
con el que se llevara a cabo el radiomarcado con ®*MTc. De igual manera se observa
si los procedimientos planteados para ambas funcionalizaciones son correctos para

obtener el coloide que deseamos.

Como se observa en los resultados, en la figura 6.1 se muestra la adsorcién de
moléculas de acido lipoico con las AuNPs, el ALA va disminuyendo del sobrenadante
y, por consiguiente, se va quedando retenido en las AUNPs por la interaccion de oro
(Au) con los azufres (S) del acido lipoico.®® Sin embargo, no es posible obtener
resultados confiables del nimero de moléculas de acido lipoico que se adsorbieron a
cada nanoparticula de oro, pues en la curva de saturacion del ALA, se visualiza que
las desviaciones estandar son grandes, por lo que el método de espectrofotometria
UV-VIS no es sensible a esta molécula y por lo tanto no es el adecuado para calcular
este pardmetro. Un método para obtener esta informaciéon es la Espectroscopia de
fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS por sus siglas en inglés de X-ray
photoelectron spectroscopy), pero debido a que en nuestro laboratorio no se cuenta
con este instrumento, no se realiz0 este método, aunque para posteriores
publicaciones seria indispensable contar con el numero de moléculas de acido lipoico,
para tener un control en el nimero de moléculas de manosa que se le van a adsorber
a la AuNP.

Por otro lado, en la figura 6.2 y en la tabla 6.2 se observa que el método de
espectrofotometria UV-VIS con la molécula de HYNICGGC fue sensible, dando como
resultado 1199 + 430 moléculas de HYNIC por cada AuNP a los 20 min de incubacion.
En el articulo de Ocampo-Garcia et al, se reporta de 1000 a 1100 moléculas de HYNIC

adsorbidas a los 20 min. Por lo tanto, nuestro método es reproducible, ademas de
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corroborar que las moléculas de HYNICGGC se estan adsorbiendo con las AuNPs, al
interactuar el grupo tiol (-SH) del aminoécido cisteina con los atomos de oro (Au) de

la nanoparticula.

En el siguiente estudio se realizaron las mediciones del potencial Z, como se observa
en la figura 6.3, después de la adsorcion del &cido lipoico a las AUNPs se presenta un
cambio de potencial Z de positivo a negativo en las 4 formulaciones, y se conserva
en potenciales negativos (-60 mV a -80 mV) durante los demas procesos,
demostrando la estabilidad del sistema. Se reporta en la literatura que un gran valor
positivo 0 negativo del potencial zeta en nanocoloides indica una buena estabilidad
fisica de la suspension debido a la repulsion electrostatica de particulas individuales.
Y en general, se considera que un valor potencial zeta distinto de -30 mV a +30 mV

tiene suficiente fuerza repulsiva para lograr una mejor estabilidad coloidal fisica.*

Posteriormente, se obtuvieron los diametros hidrodinamicos de las 4 formulaciones,
con este parametro fisicoquimico obtenemos informacidén sobre el tamafio de los
coloides en solucién acuosa. Se observa en la figura 6.4 en el inciso a) que las
desviaciones estandar son mayores. La formulacion de 2 h de incubacion con ALA es
inestable, al tener pocas moléculas de ALA estabilizando a las nanoparticulas, las
AuNPs sin cobertura son muy propensas a aglomerarse y precipitar, por lo que los
diametros hidrodindmicos son muy variados. Mientras que, las formulaciones de 24
h, 48 hy 72 h de incubacién con ALA son mas estables, por lo que su dispersién en
sus diametros hidrodinamicos sera optima. Existe una polidispersién de 0.200 a 0.300
debido a que hay mas de una poblacion de tamafios, donde se ve reflejado en las

desviaciones estandar de las mediciones.

Se realizo la técnica de microscopia FTIR-ATR, para poder corroborar el enlace de la
reaccion entre la Manosa-NHz con un grupo amino primario disponible para
reaccionar con el grupo carboxilo (-COOH) del ALA y formar un enlace amida #?, como
se observa en la figura 6.5, la reaccion se llevé a cabo, por lo que se deduce que las
AuNPs estaran recubiertas por las méleculas de manosa, actuando como vector para
los receptores a manosa que se encuentren en las células linfaticas epiteliales y los

macréfagos presentes en el ganglio. 1727
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El siguiente estudio que se realizd, fue conocer si las AuNPs son estables después
de pasar por los procesos de adsorcioén que se llevan a cabo, se realizdé por métodos
espectrofotométricos UV-VIS sabiendo que las AuNPs presentan propiedades
plasmonicas que dependen del tamafo, por lo tanto, seran identificadas con un
intervalo de longitudes de onda maxima, las AuNPs de 20 nm tienen una absorcion
maxima entre los 518 - 522 nm“3, si existe una inestabilidad en el sistema, las AUNPs
se aglomeraran y cambiara su intervalo de absorcion maxima con un corrimiento
hacia el rojo en el espectro electromagnético.* En la figura 6.6 se observan los 4
espectros de las 4 formulaciones que se propusieron, cambiando Unicamente el
tiempo de incubacién de la reaccion de funcionalizacion del acido lipoico. Como se
puede observar, en el inciso a) que corresponde a 2 h de funcionalizacion con ALA,
las AuNPs que no estan completamente saturadas, sufriran de inestabilidad al
momento de realizar los procesos subsecuentes, incluso este comportamiento se ve
reflejado en los resultados del potencial Z y los didmetros hidrodindmicos de esta
formulacién , en cambio como se incrementa el tiempo de incubacién de adsorcion
con ALA, las AuNPs seran mas estables en los procesos siguientes, observando en
el inciso c) y d) mayor estabilidad, siendo los tiempos de 48 h'y 72 h de incubacion
con &cido lipoico, por lo que se espera que ambas formulaciones puedan tomarse

para seguir con los siguientes estudios.

Por ultimo, en los analisis fisicoquimicos se realizé6 microscopia TEM y analisis
elemental, se observa en la figura 6.7 que los tamafios fisicos sélo tienen una
poblacién que ronda entre los 14 nm a 26 nm, confirmando el tamafio de nuestras
AuNPs, ademas de corroborar que el coloide AuUNP-Manosa y AuNP-ALA tienden a
formar dimeros o trimeros de nanoparticulas, y por este motivo el equipo para
determinar diametro hidrodinamico no distingue entre las particulas individuales, por
lo tanto se observan valores mas altos a los esperados. Pues la compafiia Sigma
Alrich reporta que las AuNPs comerciales de 20 nm deben tener un diametro
hidrodinamico entre 28 nm y 36 nm, con un indice de polidispersion menor o igual a
0.2.43

Por otro lado, en la figura 6.8, se puede observar en los incisos b) y ¢) que existe un
halo rodeando a las AuNPs y al realizar el analisis elemental, incrementan los picos

de Azufre (S), Oxigeno (O) y Nitrégeno (N), aunque se ven enmascarados por los
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picos del carbon (C) y oro (Au). El azufre presente en el inciso b) corresponde a los
azufres del acido lipoico unidos a la AUNP, mientras que en el inciso c¢) corresponde

a los grupos tiol (-SH) del aminoacido cisteina del HYNICGGC.

Para el radiomarcado del coloide AuNP-Manosa-HYNIC con *"Tc se probaron las
dos formulaciones mas estables y con mejores resultados en las pruebas
fisicoquimicas, siendo las formulaciones de AuNPs de 48 h'y 72 h de incubacion con
ALA. Dando una eficiencia de radiomarcado mayor la formulacién de 48 h (86 + 14
%), como se muestra en la figura 6.9. Obteniendo un resultado favorable en
comparacién con la eficiencia de radiomarcado de 30 + 8 % reportada por Ocampo-

Garcia et al.26

Después de la purificacion por ultrafiltracion se obtuvo una pureza del nanocoloide
9¥MTc-AuNP-Manosa 48 h del 97 + 2 %. De acuerdo con la Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos 122 edicién*®, la suspension coloidal de ®°*™Tc-Azufre debe
tener una pureza mayor al 92%, este coloide de igual manera se utiliza para la
localizacion y mapeo de ganglios linfaticos, por lo que se deduce que la pureza de

nuestro coloide cumple con los estandares mexicanos.

Mientras tanto, la prueba de estabilidad radioquimica informa que ambas
formulaciones fueron estables a las 6 h. La estabilidad en suero humano del
nanocoloide *°*™Tc-AuNP-Manosa 48 h a las 6 h fue de 99 + 2 %. De acuerdo con los
andlisis realizados, se llegé a la conclusiéon de que el nanocoloide *°™Tc-AuNP-
Manosa 48 h es estable y se necesita de menor tiempo de incubacién que el
nanocoloide *"Tc-AuNP-Manosa 72 h. Por consiguiente, se propuso seguir la prueba
de cinética por SPECT/CT con el nanocoloide *°"Tc-AuNP-Manosa 48 h.

En los resultados obtenidos en el estudio de cinética in vivo por imagen SPECT/CT
se observa que practicamente el nanocoloide °™Tc-AuNP-Manosa 48 h y %MTc-
AUNP-ALA 48 h se comportan de manera similar en la retencion que presentan en el
PO, pero experimentalmente en algunas ratas el coloide *°"Tc-AuNP-ALA 48 h no se
retenia a las 3 h, sino fue hasta las 6 h después de administrar como se observa en
la figura 6.11. Esto se debe a que, al no tener una molécula selectiva al ganglio, este

migra y no se retendra por las células epiteliales linfaticas y los macréfagos con MR.
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Mientras que, al momento de realizar el estudio ex vivo, se observa en la tabla 6.4
que el coloide ®"Tc-AuNP-Manosa 48 h se retiene en un 3.4 + 1.3 % y el coloide
9MTc-AuNP-Manosa 48 h se retiene en un 3.1 + 0.9 % a las 3 h. Sin embargo, al
momento de procesar la imagen en 3D en el programa OsiriX nos percatamos que se
logra observar una mayor acumulacién en el PO de la formulacion *°™Tc-AuNP-
Manosa 48 h. Por lo que se recomienda un estudio que corrobore la union del
reconocimiento de MR por las moléculas de manosa presentes en la AuNP. Para
corroborar que la retencion se debe a la vectorizacion de la AUNP y no solamente a

las propiedades fisicoquimicas del nanocoloide.

Al momento de comparar el nanocoloide *°™Tc-AuNP-Manosa contra el ®°*™Tc-Azufre
coloidal, que es el estandar que se utiliza en la clinica del INCan. Podemos observar
en la figura 6.12 y 6.12 que se comportan similarmente. Dando como resultado a las
6 h un % de retencion en PO de 4.5 + 1.4 % para *"Tc-AuNP-Manosay 4.5+ 0.7 %
para el ®*™Tc-Azufre coloidal. Aungue uno de los problemas que se observd y se ha
presentado en clinica al momento de administrar el ®®Tc-Azufre coloidal, es que se
presenta irritaciéon. Ocasionando inflamacién y dolor en el sitio de inyeccién. Se
reporta en Drugbank que el ®®™Tc-Azufre coloidal provoca reacciones locales en el
sitio de inyeccion, que incluyen ardor, palidez, eritema, esclerosis, hinchazén y
cicatrices.*® Y nuestro nanocoloide *°*"Tc-AuNP-Manosa no ha presentado hasta el
momento, una toxicidad similar. Por lo que podria ser una ventaja favorable para su

uso en clinica.
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Figura 7.1 Diagrama del coloide **"Tc-AuNP-Manosa. La esfera dorada representa la AuNP de 20
nm, la molécula que se encuentra en la parte superior representa el acido lipoico unido a la Manosa-
NHz, y la molécula que se encuentra a un costado de la esfera representa el HYNICGGC quelando al

99mTc y para a completar la esfera de coordinaciéon se encuentran dos moléculas de EDDA.

N N&/ \
s Gl A I L

Figura 7.2 Diagrama del coloide **"Tc-AuNP-ALA. La esfera dorada representa la AuNP de 20 nm,
la molécula que se encuentra en la parte superior representa el acido lipoico y la molécula que se
encuentra a un costado de la esfera representa el HYNICGGC quelando al ®*™Tc y para a completar la

esfera de coordinacion se encuentran dos moléculas de EDDA.
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8. Conclusién
El nanocoloide radiomarcado 2°"Tc-AuNP-Manosa funciona como medio de contraste

en la localizacion y mapeo de ganglios linfaticos mediante SPECT.

9. Perspectivas

e Realizar estudios para obtener el nimero de moléculas de manosa que se
conjugan a la AuNP.

e Realizar estudios que sustenten el reconocimiento de moléculas de manosa
con los receptores a manosa de las células linfaticas epiteliales y macrofagos
presentes en el sistema linfatico.

e Extender los estudios de biodistribucion en érganos, farmacocinética del
nanocoloide, estabilidad acelerada, reactogenicidad, hipersensibilidad,
irritacion, toxicidad aguda, toxicidad a dosis repetidas.
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Anexo |

Conceptos clave

| Cancer

Las células cancerosas crecen y se dividen a una velocidad anormalmente rapida,
estan poco diferenciadas y tienen membranas y morfologia anormal. La anomalia en
las células puede ser progresiva con una transicion lenta de células normales a
tumores benignos a tumores malignos.4’

En el 2000, los biélogos del cancer Robert Weinberg y Douglas Hanahan publicaron
un articulo titulado “Los distintivos del cancer” (su titulo en inglés: "The Hallmarks of
Cancer"). Aunque reconocieron que los canceres ocurrieron a través de una serie de
mutaciones en cualquiera de los genes.? Se enumeran seis alteraciones esenciales

en la fisiologia celular que caracterizaron la malignidad:

e Autosuficiencia en sefiales de crecimiento: las células cancerosas adquieren
un impulso auténomo para proliferar (mitosis patologica) en virtud de la
activacion de oncogenes como ras o myc.

e Insensibilidad a las sefales inhibidoras del crecimiento (anti-crecimiento): las
células cancerosas inactivan los genes supresores de tumores, como Rb, que
normalmente inhiben el crecimiento.

e Evasion de la muerte celular programada (apoptosis): las células cancerosas
suprimen e inactivan los genes y vias que normalmente permiten que las
células mueran.

e Potencial de replicacion ilimitado: las células cancerosas activan vias genéticas
especificas que las hacen inmortales incluso después de generaciones de
crecimiento.

e Angiogeénesis sostenida: las células cancerosas adquieren la capacidad de
extraer su propio suministro de sangre y vasos sanguineos: la angiogénesis
tumoral.

e Invasion de tejidos y metastasis: las células cancerosas adquieren la
capacidad de migrar a otros 6rganos, invadir otros tejidos y colonizar estos

érganos, lo que resulta en su diseminacion por todo el cuerpo.®
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Il Cancer de cabezay cuello

Los canceres de cabeza y cuello se categorizan, a su vez, de acuerdo con la zona de
la cabeza o del cuello en la que empiezan, estas zonas son: Cavidad oral, Faringe,
Laringe, Senos paranasales y cavidad nasal y glandulas salivales. (Figura 2.1). Los
principales factores de riesgo que se han identificado en el cancer de cabeza y cuello

incluyen el tabaco, alcohol e infecciones con el VPH (virus del papiloma humano).?
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Figura 1 Regiones en el Cancer de cabezay cuello.
(Tomada de referencia 1).

Las opciones para el diagnostico y estratificacion del HNC son: i) La laringoscopia
indirecta o el examen con nasofaringoscopio de fibra 6Optica flexible, la cual es el
primer procedimiento que se realiza en la busqueda de cancer que no afecte a la
cavidad oral.*® ii) La evaluacion radiolégica se emplea para evaluar la extension de la
diseminacion local y regional del tumor, la profundidad de la invasion y la presencia
de limfadenopatia. iii) El examen endoscépico con el paciente bajo anestesia es el
diagndstico definitivo y el procedimiento de estadificacion. Incluye laringoscopia
directa, esofagoscopia y broncoscopia.!®

La deteccion temprana sigue siendo la mejor opcion para los pacientes, en etapas
iniciales pueden recibir el tratamiento adecuado, cirugia o radioterapia y sus
prondsticos son favorables; por el contrario, los pacientes en etapas avanzadas o con
recurrencia tienen pronosticos pobres con tasas de supervivencia bajas. Esto se debe
a que, en estadios avanzados, como la etapa 4, los tumores presentan metastasis.'*
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La tabla 2.1 Muestra los diferentes estadios del cancer de cabezay cuello, y la tabla
2.2 Muestra las neoplasias malignas de cabeza y cuello de acuerdo con el registro

histopatoldgico de las neoplasias en México.

Tabla 1 Estadios del Cancer de Cabezay Cuello.

linfaticos

Estadio Tumor primario Ganglios Metéastasis

0 Carcinoma No hay metastasis en No hay evidencia de
ganglios metéastasis a distancia

Tumor £2cm No hay metastasis en No hay evidencia de
ganglios metastasis a distancia

Il Tumor > 2 cm, pero £4 cm No hay metastasis en No hay evidencia de
ganglios metastasis a distancia

11} Tumor >4 cm Metéstasis en ganglio No hay evidencia de
linfatico ipsilateral metastasis a distancia
\Y, Tumor de cualquier tamafio Metéstasis en ganglios Metéstasis a distancia

Modificado de referencia'*

Tabla 2 Neoplasias malignas de cabezay cuello

Neoplasias malignas de la cabezay el cuello de acuerdo con el Registro Histopatoldgico de las Neoplasias en México

Labio Amigdala Hipofaringe Fosas nasales
Lengua Base de la lengua Laringe Parétida
Encia Bucofaringe Nasofaringe Glandulas en cabezay
cuello
Piso de boca Seno periforme Senos paranasales Salivales mayores
Tiroides Ojo y anexos Encéfalo Otras partes de la boca

Modificado de referencia*®

lIl Ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos son estructuras de forma ovoide o redondeada, se encuentran
intercalados a lo largo del sistema linfatico (Vea Figura 2.2). Suelen medir desde 3 a
5 milimetros hasta 2 a 3 centimetros de longitud. Se localizan en mayor cantidad en
regiones del cuello, las ingles, axilas, cavidad abdominal y mediastino.>®
Los ganglios linfaticos son 6rganos importantes del sistema inmune periférico, sus
dos principales funciones son:

1. Filtracion de la linfa.

2. Reconocimiento y procesamiento inmunoldgico.
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lll.I Ganglio linfatico centinela en cancer de cabezay cuello

El ganglio linfatico centinela es el ganglio mas proximo que recibe la linfa del tumor
primario, y es el lugar mas proximo para localizar células cancerosas, individuales o
micrometastasis, cuando se separan del tumor. La ausencia de células cancerosas
en el ganglio (o los ganglios) centinela se interpreta como la ausencia de metastasis.*®
El factor mas importante que afecta el prondstico en los canceres de cabeza y cuello
es la metastasis linfatica del cuello. El ganglio linfatico positivo detectado en el cuello
es muy importante en la estadificacion y el tratamiento de la enfermedad. Se sugiere
gue la afectacion de los ganglios linfaticos regionales reduce al 50% la tasa de
supervivencia a cinco afos en el carcinoma de células escamosas (CCE) de cabeza
y cuello. ®! Por lo tanto, se recomienda la diseccion electiva del cuello (END) en
algunos canceres de cabezay cuello T1-T2 con una tasa de metastasis latente de 15
a 20%. Este abordaje sigue siendo controvertido, ya que la diseccidén del cuello
aumenta la morbilidad y mortalidad del paciente y aumenta los gastos hospitalarios,
si no hay un correcto diagnostico en la localizacion y biopsia del ganglio linfatico

centinela.t®

T — & Ganglios parotidcos superficiales
(ganglios parotideos profundos
mis profundes a la glandula
parotiden)

[y

Ganglios mastoides \(
Ganglios (nddulos)
occipitales g, [ §§
Ganglio yugular externo e \ (]
Ganglios esternocleidomastoides ——) N ",
lodigdstrice A

Ganglios faciales
(ganglios bucales)

Ganglio j
Ganglio subparotideo
Ganglios mandibulares y

Grupo lateral de ganglios cervicales
submandibulares

profundos (acceosrio espinal)

Ganglio intercalado A a
7} Ganglios submentales

Ganglio yugular interno T Ganglio suprahioidco

Ganglio tiroideo superior

Ganglios cervicales anteriores profundos

Ganglio cervical inferlor
profundo (escaleno)
Contuciotordcios - Ganglios jugule emohieidcos

- =
WZt < Ganglios yugulares anteriores
Ganglio subclavio F Ganglio supraclavicular
bl /”//‘

Figura 2 Ganglios linfaticos de la cabezay cuello
(Tomada de referencia 52)
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IV Métodos de deteccion de ganglio linfatico centinela

El mapeo linfatico en pacientes con cancer se remonta a principios de los afios 50. El
objetivo habia sido la deteccién de ganglios linfaticos potencialmente infiltrados por
visualizacion indirecta para determinar el alcance de la intervencion quirargica. Pero
los resultados no alcanzaron relevancia clinica. Durante los afios 60 y 70, se
desarroll6 el concepto de los ganglios linfaticos como indicadores de metastasis.
Actualmente, el método ha alcanzado la aplicacion clinica en pacientes con
melanoma y cancer de mama.®

Actualmente, el mapeo adecuado de la organizacion del sistema linfatico del &rea del
tumor primario es un prerrequisito esencial para planear el tratamiento mas adecuado;
sin embargo, también se requieren métodos menos invasivos para disminuir la
morbilidad. 6

Las dos principales técnicas para localizar el ganglio linfatico centinela son: Técnica

con el colorante azul de metileno y por el método de radionuclidos.
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Figura 3 Linfogammagrafia en Cancer de mama

(Tomada de referencia %)
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IV.l Técnica con el colorante azul de metileno

En esta técnica se inyecta azul de metileno en la zona peritumoral, y después de 10
minutos de la inyeccidn, se realiza una incision y diseccion. Se seleccionara y
extirpara el primer nodo linfatico marcado y se examinara. Esta técnica suele ser
rapida y barata, aunque tiene la desventaja de sufrir algin dafio el paciente y se

necesita de alguien con gran experiencia para realizarla.'®

IV.ll Técnica de radiontclidos

Esta técnica se basa en la inyeccidn peritumoral de una solucién de albumina o azufre
coloidal radiomarcada con ®°™Tc. Después de 1 hora y justo antes de la cirugia se
realizard una linfogammagrafia para evaluar si hay uno o mas ganglios linfaticos
centinelas y en qué area se pueden encontrar. La deteccion intraoperatoria del nodo
centinela se utilizara para extirpar de forma selectiva el ganglio linfatico radiomarcado.
Se verificara, si el ganglio linfatico extirpado corresponde al nodo centinela y si hay
otros puntos de acumulacién de ndclidos en el area de los ganglios linfaticos y se
procedera a la extirpacion selectiva de otros ganglios linfaticos centinela si

corresponde.'®

Los medios de contraste mas comunes en SPECT (tomografia por emision de foton
Unico) para la localizacion de SLNs son particulas coloides radiomarcadas con
tecnecio metaestable radiactivo (°°®™Tc), tales como: *°"Tc-azufre coloidal, **™Tc-
albumina coloidal o ™ Tc-trisulfuro de antimonio. Estas son particulas coloidales entre
40-80 nm de tamanio, suficientemente pequefias para migrar rapido y suficientemente
grandes para quedar atrapadas eficientemente en ganglios centinela; sin embargo,
carecen de especificidad hacia los ganglios y una gran cantidad de coloides

permanecen en el sitio de inyeccion.*®
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V Células endoteliales linfaticas con receptor a manosa

El receptor de manosa (MR) puede expresarse en el endotelio linfatico sano. Se ha
Visto su expresion esta estrictamente restringida al endotelio linfatico y participa en la
migracion de linfocitos de la piel a los nddulos, media la adherencia de linfocitos
uniéndose a la L-selectina de la superficie de los linfocitos.'"3?

Heikki Irjala et al. sugieren que la expresion de MR en la region linfatica intratumoral
se asocia con la presencia de metéastasis en los ganglios linfaticos regionales en el

momento del diagnéstico de cancer de mama.t’

VI Macrofagos relacionados con el ganglio linfatico centinela

Los macréfagos son definidos como células altamente patogénicas que internalizan y
degradan particulas y patégenos y liberan mediadores que alertan el sistema inmune
adaptativo contra invasores.> Los macréfagos se encuentran en todos los tejidos del
cuerpo y tienen propiedades especificas que les ayudan a soportar sus funciones
particulares en cada tejido de residencia. Los macréfagos asociados a ganglio linfatico
son macréfagos que residen en los ganglios linfaticos y se encuentran directamente
expuestos al liquido linfatico. Se caracterizan por su alta capacidad para tomar
antigenos transmitidos por linfa. Esos macrofagos son la linea de defensa del sistema
inmune en los nddulos linfaticos, se encargan de limitar la propagacion de patégenos
como virus y bacterias por el sistema linfatico. Los macréfagos en tejidos expresan el
receptor a manosa, el cual participa en el reconocimiento de patégenos, limpieza de
glicoproteinas séricas endégenas, y presentacion de antigenos.?”%® Ashleigh R. Poh
y Matthias Ernst °® mencionan que los macréfagos son un componente importante del
microentorno del tumor y organizan diversos aspectos de la inmunidad. Dentro de los
tumores, los macréfagos pueden alterar reversiblemente su endotipo en respuesta a
sefiales ambientales, que incluyen la hipoxia y los estimulos derivados de otras
células inmunitarias, asi como la matriz extracelular. Dependiendo de su estado de
activacion, los macrofagos pueden ejercer influencias duales en la tumorogénesis
antagonizando las células inmunes de la actividad citotbxica o mejorando las
respuestas antitumorales. En la mayoria de los canceres sdlidos, el aumento de la
infiltracion con TAMs se ha asociado durante mucho tiempo con un mal prondstico del

paciente, destacando su valor como posibles biomarcadores de diagndstico y

53


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poh%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29594035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ernst%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29594035

prondstico en el cancer. Se han investigado varios enfoques centrados en los
macréfagos de la terapia contra el cancer, e incluyen estrategias para bloguear sus
actividades de promocion de tumores o explotar sus funciones efectoras

antitumorales.

Takuya Shiota et al. °” Reporto que la disminucién de la infiltracion de linfocitos T
citotoxicos CD8+ en el tumor se ha asociado con metastasis en los ganglios linfaticos
y una mala respuesta a la quimioterapia neoadyuvante. Mientras que una mayor
densidad de linfocitos CD8+ en el tumor primario esta asociada con una mayor
densidad de macrofagos CD169+ en el ganglio centinela y una baja incidencia de
metastasis en un caso de alto grado de cancer de mama. Por lo tanto, estos hallazgos
sugieren que los macréfagos CD169+ en ganglio centinela podrian ser un marcador
util para evaluar el estadio clinico, incluidos los estados de los ganglios linfaticos, en

pacientes con cancer de mama.

VII Nanotecnologia

La Nanotecnologia es el area encargada del disefio, desarrollo, caracterizacion y
aplicacion de materiales con tamafios en escala nanométrica (1x10° m). Los
nanomateriales por definicion son estructuras con al menos una de sus dimensiones
(largo, ancho o alto) en la escala nanométrica (< 100 nanémetros). Debido a su
tamafio las propiedades fisicas y quimicas de los nanomateriales difieren de las del
bulto y los hacen atractivos en un gran nimero de aplicaciones.?2%8 Particularmente,
se ha explorado su aplicacion en medicina, como medios de contraste para la
deteccién y visualizacion de tejidos.>® La incursién de los nanomateriales en imagen
medica se debe a que la tecnologia en el area evoluciono rapidamente en cuanto a
hardware y software, sin embargo, los medios de contraste se han quedado
rezagados, particularmente en tomografia computarizada por SPECT y PET (vea
apartado 2.10).%°
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VIIl Nanoparticulas de oro

Las AuNPs son una prometedora alternativa a los tipicos colorantes usados en la
visualizacion in vitro e in vivo de tejidos, al presentar una gran fluorescencia, una
elevada resistencia al Photobleaching, y la capacidad de marcar especificamente
tipos celulares concretos en funcion del ligando conjugado a la superficie de la
nanoparticula.®® Las nanoparticulas de oro se pueden sintetizar y modificar facilmente
con moléculas organicas y biolégicas, lo que las convierte en nanomateriales
inorganicos atractivos para la administracion de farmacos y diagnostico molecular. La
superficie de las AuNPs es compatible con la unién eficiente de varias
biomacromoléculas a través de la quimisorcién, la conjugacion quimica y la
interaccion electrostatica. 242560-62 Sobre la base de las ventajas de la facil
modificacién de la superficie y de sus propiedades Opticas Unicas, las AUNPs se han
utiizado ampliamente como portadores de farmacos para la administracién
intracelular de agentes terapéuticos, asi como nanopeliculas moleculares para la
deteccion y monitoreo de las moléculas diana de interés.?®

Blanca E. Ocampo-Garcia et al.?® sintetizo un sistema multifuncional de AuNPs
marcadas con °"Tc conjugadas a HYNICGGC/Manosa puede actuar como un
posible radiofarmaco para la localizacion de ganglios linfaticos centinelas. Este
radiofarmaco es considerado especifico porque existe la union especifica a los
receptores de manosa expresados en los macréfagos de los ganglios linfaticos.
Seguln sus resultados el nanocoloide **MTc-AuNP-manosa permanece dentro del
primer ganglio linfatico durante 24 h, por lo que podria ser utii como un
radionanoconjugado especifico para la deteccion de ganglios linfaticos centinelas

utilizando protocolos convencionales de "1 dia" o "2 dias".

IX Técnica de radiomarcado con %°"MTc

El tecnecio es un elemento quimico cuyo radioisétopo ?°™Tc, con vida media de 6.02
h y mecanismo de decaimiento por transicién isomérica emitiendo fotones y de 140
keV. Se obtiene a partir de un generador de Molibdeno °°Mo-*"Tc, que es su
radiondclido padre. El resultado es una elucion salina de pertecnetato de sodio estéril
y apirégena. En Medicina Nuclear el %MTc se utiliza en el diagnéstico de

enfermedades, por ejemplo, se emplea pertecnetato de sodio en el diagnostico de
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alteraciones en glandulas como tiroides o glandulas salivares. De igual forma, si el
9¥MTc se une a biomoléculas de reconocimiento molecular se incrementa la habilidad
para detectar tejidos o células especificas. La unién de ®°™Tc a biomoléculas o
moléculas organicas se denomina radiomarcado.?®

Los dos tipos de estrategias mas utilizados en radiomarcado de moléculas organicas
o biomoléculas son la del marcado directo e indirecto.

IX.I Radiomarcado directo

En el radiomarcado directo se utilizan agentes reductores capaces de producir
especies electrofilicas de los atomos radiactivos los cuales reaccionan con grupos
funcionales de la molécula a radiomarcar. El ejemplo, mas comun es el marcado con
9mMTc el cual se une a los tioles formados por la reduccién de los puentes disulfuro.
La mayor ventaja del marcado directo es la facilidad con que se lleva a cabo la
reaccion. Sin embargo este método solo seria aplicable a aquellos péptidos cuyos
residuos de cisteina forman un ciclo, y debido a que la ciclizacion del péptido muchas
veces es indispensable para proveer la configuracién necesaria para ser reconocido
por el receptor, existe una alta posibilidad de inactivar al péptido con el marcado

directo.53
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IX.Il Radiomarcado indirecto

El marcado indirecto es un poco mas complejo, ya que requiere de pequefias
moléculas, capaces de unirse por un lado al péptido y por el otro al atomo radiactivo,
llamadas agentes bifuncionales.

El marcado indirecto se puede realizar por dos métodos, marcado por pre-
conjugacion, y post conjugacion. En la pre-conjugacion, el agente biquelante es
radiomarcado antes de ser conjugado al péptido, con el fin de no exponer al péptido
a condiciones extremas de temperatura o pH usadas algunas veces para llevar a cabo
el marcado. En caso de existir mas de un grupo reactivo en el péptido, al marcar por
este método es necesario protegerlos antes de la conjugacion y desprotegerlos una
vez terminada para evita la formacién de multiples especies. Ademas como la mayoria
de las reacciones no tiene una eficiencia del 100% es necesario purificar el producto
del péptido no conjugado y del agente biquelante radiomarcado remanente.53
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IX.II.I Agente quelatante HYNIC

Entre los quelatantes, HYNIC (Hidrazinonicotinamida) es una molécula de interés,
porque muestra una alta eficiencia de etiquetado (rapido y alto rendimiento de
radiomarcaje) y sSu uso con varios co-ligandos (por ejemplo, acido
etilendiaminodiacético, tricina y glucoheptonato) permite una facil modificacion de la

hidrofilicidad y farmacocinética de los péptidos pequefios marcados con %9mTc 63

IX.IlIl Controles de calidad

Es el factor mas importante para tener en cuenta en el cuidado del paciente.

La calidad del radiofarmaco debe encontrarse dentro de un estandar aceptable antes
de ser administrado a los pacientes. Los radiofdrmacos impuros pueden provocar
problemas no deseados y podria ocasionar un falso diagnéstico.%*

Algunas evaluaciones son: Identidad, Pureza de radiomarcado, Estabilidad de

radiomarcado y Eficiencia de radiomarcado.

X Técnicas de imagen molecular

La tomografia computarizada por emisién de fotén Unica (SPECT) es una técnica de
imagen de medicina nuclear que basa su principio en la deteccion de los fotones con
energias comprendidas entre 59 y 364 keV, los cuales se producen como parte del
proceso de desintegracion radiactiva del ndcleo atémico. Esta modalidad brinda una
informacion funcional valiosa acerca de procesos que ocurren a nivel celular o tisular,
a partir de la biodistribucion de determinadas moléculas marcadas con radionuclidos
emisores de radiacion gamma.* La elevada sensibilidad de esta técnica permite
visualizar concentraciones de sustancias en el orden de 10° a 10*?> moles, lo cual
resulta de gran interés en el diagnéstico médico. Sin embargo, sus mayores
limitaciones se deben a que las imagenes obtenidas son ruidosas, de baja resolucion
espacial (en el rango de ~12 mm para el %™Tc) y, a veces, con cierto grado de
complejidad en su interpretacion. %

La tomografia computarizada (CT), por su parte, proporciona al médico
reconstrucciones tridimensionales de la anatomia del paciente con una elevada

resolucién espacial. No obstante, sus principales limitaciones estan dadas por la
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imposibilidad de ofrecer informacién acerca de la actividad funcional o metabdlica de
los tejidos, lo cual puede conllevar a falsos positivos o falsos negativos en los
resultados del estudio. De esta forma, surgio la idea de unir ambas modalidades de
imagen con el fin de obtener lo mejor de cada una.®

El SPECT/CT ha significado no solo la posibilidad de adquirir las imégenes
anatémicas y funcionales en un unico estudio, sino una verdadera revolucién en la
medicina nuclear diagnéstica, a partir de lo mejor que es capaz de aportar cada
modalidad de imagen. Esta técnica hibrida ha mostrado que mejora la sensibilidad y
la especificidad de los estudios gammagréficos, a la vez que acorta los tiempos de
adquisicion y brinda imagenes corregistradas corregidas por atenuacion que facilitan

el mejor andlisis de las mismas.*

X| Biodistribucién

Los radiofarmacos exhiben un amplio rango de propiedades quimicas y fisicas que
determinaran su biodistribucién en el organismo. Es importante tener en mente que
la biodistribucion observada en un dado radiofarmaco no puede ser explicada en
términos de un solo mecanismo sino mas bien como la resultante de la interaccion
entre diferentes mecanismos que incluyen la dilucién inicial en el torrente sanguineo,
la posible unién a proteinas plasmaticas, el transporte transmembranal activo o
pasivo, la posible metabolizacién del compuesto y su eliminacion y excrecion. El
radiofarmaco también puede experimentar degradacién no biol6gica debido a una
falta de estabilidad quimica o radioquimica, lo que deriva en que la biodistribucion
observada del compuesto radiomarcado no es necesariamente la del compuesto

intacto.>65
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Abstract: Gold nanoparticles (AuNPs) are considered valuable nanomaterials for the design of
radiolabeled nanoprobes for single-photon emission computed tomography (SPECT) imaging.
Radiolabeled and functionalized AuNPs could improve lymphatic mapping by enhancing
the radioactive signaling of individual particles in the sentinel node. In this study,
an alternative method for functionalizing commercial AuNps with mannose is described.
The chemical derivatization and biofunctionalization of AuNPs were performed with lipoic
acid and mannose, respectively. Several levels of mannose were tested; the thiolate
hydrazinonicotinamide-glycine-glycine-cysteine (HYNIC) molecule was also used for *™Tc
radiolabeling. Physicochemical characterization of this system includes U-V spectroscopy, dynamic
light scattering, Fourier-transform infrared spectroscopy, and transmission electron microscopy.
The most stable nanoprobe, in terms of the aggregation, radiolabeling efficiency, and purity, was
tested in a sentinel lymph node model in a rat by microSPECT/computed tomography (CT) imaging.
The SPECT images revealed that *™Tc-radiolabeled AuNPs functionalized with mannose can track
and accumulate in lymph nodes in a similar way to the commercial **™Tc-Sulfur colloid, commonly
used in clinical practice for sentinel lymph node detection. These promising results support the idea
that ?™Tc-AuNPs-mannose could be used as a SPECT contrast agent for lymphatic mapping.

Keywords: gold nanoparticles; mannose; SPECT; sentinel lymph node; ?*™Tc

1. Introduction

Gold nanoparticles (AuNPs) have unique physical and chemical properties that make them
valuable nanomaterials for many clinical applications, including their use as contrast media in
diagnostic imaging [1]. The binding affinity of sulfur-based groups to gold surfaces facilitates
the derivatization and functionalization of AuNPs with small molecules and biomolecules, allowing
the manufacture of contrast agent systems with active targeting capabilities for multimodal imaging [2].

Molecules 2020, 25, 1982; doi:10.3390/molecules25081982 www.mdpi.com/journal/molecules
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Functionalized AuNPs are ideal contrast agents for hybrid imaging techniques, for instance,
single-photon emission computed tomography (SPECT) with computed tomography (CT) [3].
Radiolabeled AuNPs have been widely explored with SPECT imaging due to its high sensitivity,
unlimited tissue penetration, and clinic translational capability. For example, 121, 1!!In, 1311, and
9mTe radionuclides have been attached to functionalized AuNPs [4—6], while the dual deposition of
radionuclides (e.g., '*°Iand ''!In) has been used to prepare multimodal probes for SPECT bioimaging [7].
In particular, SPECT/CT mapping has demonstrated a high potential to improve preoperative sentinel
lymph node (SLN) localization and the reduction of false negatives compared to either CT or ultrasound
scans [8,9]. The SLN denotes the first node in the lymphatic chain draining a primary tumor and
provides critical diagnostic and prognostic information for patients, since it can help to identify those
with signs of metastasis. In fact, there is a growing interest in the development of new and improved
SPECT contrast agents for SLN detection [10].

New contrast agents should improve SLN imaging by enhancing the radioactive signaling of
individual particles in the tracking of the lymphatic net and/or increase the radiotracer delivery and
retention in the sentinel node [10]. Functionalized nanoparticles are relevant in SLN imaging and
targeting not only because these particles can be synthesized at well-defined sizes, but also because
different radionuclides can be attached to their surface, which is prepared with ligands for the active
targeting of structures located at the SLN. Precise localization of unclear lymphatic nodes requires
radiolabeled contrast agents exhibiting size range variation between 20 and 50 nm to be easily removed
from the injection site, transported within the lymphatic network, and retained for many hours in
the nodes [11]. For the efficient imaging of lymphatic tracking, the *™Tc is an ideal radionuclide
because of its short 6-h half-life and photon energy of 140 keV, as well as its commercial availability
and low cost [11,12].

In a previous study, a multifunctional system of ™ Tc-labeled gold nanoparticles conjugated
to HYNIC-GGC/mannose was prepared to evaluate its biological behavior as a potential
radiopharmaceutical for sentinel lymph node detection in a rat model [13]. It was concluded
that ®™Te-AuNP-mannose remains within the first lymph node (the popliteal node) of Wistar rats
for 24 h, showing the potential of this radioconjugate for the specific targeting of SLN. In the current
study, an alternative method for functionalizing commercial AuNPs with mannose (AuNPs-MAN)
using lipoic acid is reported. This AuNPs-MAN system was also radiolabeled with *™Tc to evaluate
its potential for lymph node mapping using microSPECT/CT imaging in a rat model. Physicochemical
characterization of this system includes U-V spectroscopy, dynamic light scattering, Fourier-transform
infrared spectroscopy, and transmission electron microscopy.

2. Results

2.1. Preparation and Characterization of ™" Te-AuNPs-MAN

Table 1 shows the Z-potential value and hydrodynamic diameter of AuNP conjugates.
The incubation of AuNPs at different times with lipoic acid (ALA) showed no significant changes.
The conjugation with 2-aminoethyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-«-p-mannopyranoside hydrochloride (MAN)
or hydrazinonicotinamide-glycine-glycine-cysteine (HYNIC) did not modify the Z-potential value.
Previous studies have shown that AuNPs functionalized with carboxylic acids exhibited negative
Z-potential values close to —60 mV [14], suggesting that ALA can be attached to gold nanoparticles
via the dithiol ring, with the carboxylic acid extending out into solution. A successful covalent
functionalization between -NH,; (MAN) and -COOH (ALA) moieties would lead to the formation of
amide groups.
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Table 1. Z-potential values and hydrodynamic diameter (in parentheses) for synthesized particles.
Values represent the mean value + SD.

2h* 24h* 48 h* 72h*

AuNPs (30 + 1.6) (33 +6.5) (38 +5.6) (31 +4.1)
T vt R
ATl SR e SR e R ot
INCANPMAN (ol Genamn  whsia)  @esm

* Z-potential is presented in mV and size is presented in nm. All measurements were conducted in deionized water
at pH 7.0 adjusted with NaOH (1 M).

Increments in the hydrodynamic diameter were also not statistically significant; in fact,
the Polydispersity Index was greater than 0.2 in all groups, indicating the presence of different
size populations. It is well-known that the Dynamic Light Scattering (DLS) method gives an estimation
of the hydrodynamic diameter of the particle, but it can be greatly affected by the particle shape
and structure. In addition, a small portion of large contaminant or aggregated particles can greatly
contribute to scattering; it is possible that the inclusion of ALA, MAN, and HYNIC attached to
the surface of AuNps affects the estimation of the hydrodynamic diameter, giving information on
the AuNp core, along with the coating and the layer of solvent particles attached to its surface [15].
These observations are consistent with the amount of ALA molecules chemisorbed on the surface of
AuNP nanoparticles.

Figure 1 illustrates the attenuated total reflection Fourier transform infrared (FTIR-ATR) studies for
the covalent bonding of MAN molecules on ALA moieties. The AuNPs-ALA g spectra (red line) show
a peak at 1700 cm™! that was assigned to C=0 double bond stretching. The lipid hydrocarbon chains
contribute peaks at about 2848 cm~! (CH,, symmetric stretching) and 2920 cm™~! (CH,, asymmetric
stretching). After the covalent bond (gray line), AuNPs-MANyg shows a peak at ~3400 that was
assigned to O-H stretching. The peak at 2970 cm~! was assigned to C-H stretching of the pyranosic
sugar rings, while the peak at 1650 cm™! was assigned to the stretching band of C=0 stretching and
C-N stretching. Furthermore, the 1580 cm™! peak was associated with in-plane N-H bending and C-N
stretching, while the peak at 1280 cm™! was related to C-N stretching. Finally, the peak at 1070 cm™!
was related to C-O stretching [16].
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Figure 1. The attenuated total reflection Fourier transform infrared (ATR-FTIR) spectra for the covalent
bonding of 2-aminoethyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-p-mannopyranoside hydrochloride (MAN) molecules
on lipoic acid (ALA) moieties.
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The UV-Vis spectroscopy analysis of AuNPs-ALA, AuNPs-MAN, and HYNIC-AuNPs-MAN
conjugates is presented in Figure 2. The AuNPs have an extinction maximum peak (Amax) at about 521
nm. Although the localized surface plasmon resonance (LSPR) spectrum is very sensitive to changes in
the nanoparticle’s shape, size, stability, surrounding medium, and/or surface modifications [14],
the location of the maximum peak does not change significantly after conjugation with ALA
(Figure 2a). However, some broadening was observed for the 2 and 24 h conjugates after the covalent
functionalization with MAN (Figure 2b). After conjugation with HYNIC, only the 2 h conjugate
maintained the shift broadening (Figure 2c). The UV-Vis analysis indicates that in terms of aggregation,
the conjugate with 48 h incubation is the most stable system.
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Figure 2. Ultraviolet-visible spectra for: (a) Gold nanoparticles (AuNPs)-ALA, (b) AuNPs-MAN, and
(¢) hydrazinonicotinamide-glycine-glycine-cysteine (HYNIC)-AuNPs-MAN. The red color indicates
the spectra of pristine gold nanoparticles and the vellow, green, blue, and purple colors indicate
the incubation times at 2, 24, 48, and 72 h, respectively.

Figure 3 shows the transmission electron microscopy images and HRTEM analysis. It was observed
that the conjugates were spherical and no evident changes in the average particle size occurred (see
the histograms of the size distribution). The average size of pristine AuNPs was 18.57 + 2.55 nm and
the size after functionalization with ALA and HYNIC was 18.95 + 2.54 and 18.87 + 2.37, respectively;
no statistical differences were observed. A halo of low electron density material was observed around
the functionalized gold nanoparticle, which was related to the presence of an ALA or MAN coating.
The HRTEM elemental analysis confirmed the metallic nature of nanoparticles, as well as the presence
of N and S elements in the organic molecules related to ALA and MAN.
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Figure 3. Representative transmission electron microscopy images, size histogram distribution, and

HRTEM analysis for (a) AuNPs, (b) AuNPs-ALA, and (c¢) AuNPs-MAN. Results correspond to the 48 h
incubation group.

2.2. Radiolabeling Analysis

According to the DLS, Z-potential and UV-Vis results, the AuNPs-MAN,g, and AuNPs-MAN7,;,
conjugates were selected for “™Tc radiolabeling. Table 2 shows the results for the radiolabeling efficiency
and stability, and the radiochemical purity. The radiochemical purity is important in radiopharmacy
and SPECT imaging since it is the radiochemical form that determines the pharmacokinetics and
biodistribution of the radiopharmaceutical. Given these results, AuNPs-MAN,g, was used for
the in vivo SPECT/CT imaging study.

Table 2. Radiolabeling results.

Conjugate Raél flf(i)clia:):cl;ng Radiochemical Purity Radiolabeling Stability *
9IMTe- AuNPs-MAN,gp, 86 + 14% 97 + 2% 99 +2.3%
9ImTe- AuNPs-MAN, 60 + 30% 84 + 20% 96 +2.1%

* In vitro stability assay in saline solution (NaCl 0.9%) and fresh human serum for a 6 h period.

2.3. In Vivo SPECT/CT Imaging

Figure 4 depicts the procedure used to evaluate the lymphatic mapping of
the Tc-AuNPs-MAN,g,. After an injection in the footpad, the contrast agent drained from
the administration site (AA) into the first lymphatic node, i.e., the popliteal lymph node (PO). Next,
the contrast followed the lymphatic drainage toward the iliac lymph node (IL) and then the renal node
(RE). During the injection of the contrast agents, it was noticed that the ™ Tc-Sulfur colloid induced
a significant irritation (observed as a pain reaction in the footpad during and after inoculation); this
situation was not observed with the conjugated gold nanoparticles.
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Figure 4. Illustrative picture of the ™ Tc-AuNPs-MAN,g;, mapping in lymphatic vessels and nodes in
a rat. The lymph nodes are identified as popliteal (PO), iliac (IL), inguinal (IN), and renal (RE).

Figure 5 shows representative 3D microSPECT/CT images for Group A. Here,
9ImTe-AuNPs-MAN g, was injected in the right footpad, while ™ Tc-AuNPs-ALAg), was injected
in the left one. Lead covers were placed at the footpads to block the signal from the injection site.
The images depict a preferential accumulation of AuNPs-MANyg}, in the PO node 3 h post injection.
A minimal accumulation of AuNPs-ALA 45, was observed in the left PO node, except for the third rat
(R3 in the figure). In this rat, accumulation in the IL and right IN nodes was also noticed. These results
demonstrate mannose’s ability to promote gold nanoparticle retention within the lymph nodes.

Figure 5. Micro single-photon emission computed tomography (SPECT)/computed tomography
(CT) images depicting AuNPs-MANyg, vs. AuNPs-ALAyg, accumulation in the popliteal lymph
node. Arrows indicate the location of the nodes. ALA and MAN notation indicates the injection of
AuNPs-ALA g}, and AuNPs-MAN,g, in the left and right footpad, respectively. Animals were oriented
in a prone position.

Table 3 depicts the average percentage of the injected dose of AuNPs-MAN,g, and AuNPs-ALA 4g,
that stays at the injection site and the popliteal nodes. Values were calculated from the in vivo images
and the ex vivo radioactivity quantification after animal sacrifice. Differences between in vivo and ex
vivo results were not significant.
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Table 3. Average percentage of injected dose at injection site and popliteal nodes.

AuNPs-ALA g, AuNPs-MAN g,
Injection Site Popliteal Node Injection Site Popliteal Node
In vivo 742 +94 1.0+0.3 793 +£11.5 3127
Ex vivo 80.4 +£6.9 34+13 774 +£53 3.1.:#0.9

Values represent the average + SD from n = 3. Values were corrected by radioactive decay.

Figure 6 shows representative 3D microSPECT/CT images from Group B, illustrating the lymphatic
mapping sequence in two different rats at 0, 3, and 6 h after injection of *™Tc-Sulfur colloid (left
footpad) and 99mTe_ AuNPs-MAN g5, (right footpad). The accumulation of both contrast agents in
the popliteal nodes could be observed from the beginning of the study; both contrast agents were

retained in the popliteal nodes in different proportions and some moved to the next lymph nodes.

Similar behavior was observed in the rest of the rats. This temporal retention of the contrast agent in
the lymph nodes means that it can be employed in “radioactive staining” in order to improve SLN
detection and identification.

Figure 6. MicroSPECT/CT images of two different rats at different times, illustrating the differences in
the lymphatic mapping of 99MTe_Sulfur colloid (S) and **™Te-AuNPs-MAN,g, (MAN). Arrows indicate
the location of the lymph nodes. Animals were oriented in a prone position.

A quantitative image analysis is presented in Figure 7; this figure describes variations as a function
of time in terms of the percentage of injected dose at the injection site and popliteal lymph node. A box
and whisker plot was used to illustrate the variability observed in the lymphatic mapping of each
rat after the injection of both contrast media. The analysis indicates that the median and mean are
almost equal. Certainly, the sample size is small, with n = 5 (one rat was not used because the images
showed a dissimilar distribution of the contrast agents, related to a bad injection procedure), but it
exposes the tendency of data. No statistical differences were observed, indicating a similar behavior
in the lymphatic mapping and node targeting of both contrast media. The results indicate that both
contrast media moved to the next nodes (the IL and IN nodes (Figure 5)). However, the percentage of
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injected dose accumulated in the popliteal node (median values of 3.1-4.3 and 4.5-4.7, at 3 and 6 h,
respectively) allowed their detection and identification.

[ 9mTc-Sulfur Coloid
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Figure 7. A box and whisker plot showing the results of the percentage of injected dose at the injection
site (left) and popliteal node (right) at 3 and 6 h after the injection of either *™Tc-Sulfur colloid or
99mTe. AuNPs-MAN,g,. Boxes extend from 1st to 3rd quartiles; thick lines and + symbols inside boxes
represent the median and mean (n = 5), respectively; whiskers go from the smallest to the largest values
in each group and there were no outliers. No statistical difference was observed after ANOVA.

3. Discussion

There is current interest in developing new contrast media for sentinel lymph node mapping [17,18].

In cancer therapy, the lymph node status is a good indicator of the aggressiveness of neoplasm
diseases, being the factor with the greatest prognostic importance and of fundamental consideration
in treatment [19]. The sentinel lymph node (SLN) is the closest node that receives lymph from
the primary tumor and is the most likely place for individual cancer cells or micrometastases to be
located. The presence of cancer cells in the lymph node (or nodes) is interpreted as the presence of
metastasis in the patient [18]. SLN biopsy is a highly reliable method for determining the stage of
the tumor, and it also helps to calculate the risk of tumor cells spreading through the lymphatic system
and to plan the most appropriate treatment (radiotherapy and/or dissection). Current SLN mapping
methods are intraoperative; they need to use blue dye and/or a nanometer-sized radioactive colloid
injection in order to perform a visual and radioactive detection of SLN. This method is limited by
the rapid movement of blue dye and the low spatial resolution and sensitivity of radiation counters in
detecting radioactive colloids [20]. One of the great advantages of the timely detection of SLN is that it
can help prevent more extensive lymph node surgeries. Desirable characteristics for the new contrast
media includes specificity towards molecular or cellular components that characterize the lymph
nodes, multifunctionality to be able to add components for imaging and/or therapy, and a cost that
competes with the contrast media currently used in the clinic [6,10,13].

In the current work, we have evaluated a simple method for functionalizing commercial AuNps
(~20 nm) with mannose in order to be used in SLN detection. The HRTEM, spectroscopy, and
DLS techniques implemented in this study have demonstrated that AuNPs can be successfully
functionalized with ALA, MAN, and HYNIC. The TEM results have shown that the average core size
of gold nanoparticles does not change throughout the functionalization process (Figure 3); DLS sizing
of AuNPs-MANyg results in hydrodynamic diameters (i.e., the size that indicates how the particle
behaves in a fluid) in the rage of 50-70 nm (Table 1). These sizes are similar in range to the current
9mTe-labeled colloids employed for SLN detection: Nanocoll (albumin colloid, size ranging from 80 to
200 nm.), Nanocis (colloidal rhenium sulphide, size range of 8-68 nm); and Hepatate (tin colloid, size
range of 33-255 nm) [21]. The most stable nanoprobes, in terms of their physicochemical characteristics
and radiochemical’s purity and stability, were further radiolabeled with **™Tc and successfully tested
for lymph node mapping by microSPECT/CT in a rat model (Figures 5 and 6).
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To date, there are no commercial contrast agents with an optimal particle range size; however,
there is a consensus that the contrast should be small enough to be rapidly removed from the injection
site and transported to lymphatic nodes, and yet large enough to be retained for many hours in lymph
nodes [22]. Small particles of less than 20 nm are usually cleared from the injection site and exchanged
through blood capillaries. Particles of around 50 and 200 nm travel across the lymphatic capillaries
and are trapped in the first lymph node [8]; large particles of hundreds of nanometers are trapped
in the interstitial space and can be retained for long periods. Therefore, the hydrodynamic size of
the AuNPs-MAN g nanoprobes is the standard size of commercial colloids used in SLN detection.

As was shown with the SPECT/CT studies, the conjugate 99m Tc-AuNPs-MAN,g stained
the popliteal lymph node (i.e., the first draining lymph node in our experimental model) in a similar way
to commercial *™Te-Sulfur colloid, which is commonly used in clinical practice. This result partially
supports the potential use of ™ Tc-AuNPs-MAN s in lymphatic mapping. A significant difference
observed between both agents was the minimal irritation induced by AuNPs-MANyg at the injection
site compared with the sulfur colloid, which is a common side effect reported in the clinic. Another
advantage of mannose-functionalized AuNPs is their potential use for multimodal photoacoustic SLN
mapping, where binding to specific macrophage receptors is needed in order improve the specificity
of the method [23,24]. Here, the use of mannose molecules for active targeting of the lymph node
could increase the high affinity of the macrophage mannose receptor (MR, CD206), which is a C-type
lectin predominantly expressed by most tissue macrophages, dendritic cells, and specific lymphatic
or endothelial cells [25]. This receptor is found in lymphoid tissue at a high density and recognizes
and binds to the mannose’s carbohydrate side chains [2,3]. Because the AuNPs-MAN contains a high
number of mannose molecules, it shows a multivalence effect that promotes a high binding affinity
(avidity) for the mannose receptor [4,26].

Finally, a slow rate of movement from the injection site was noticed for both contrast agents
(Figure 3). It is important to mention that the rat’s footpads were massaged for a short period of time
(1 min) after the injection, resulting in a poor stimulation for promoting the draining of the agents into
the lymphatic track. It is possible that longer massaging times could result in better draining from
the injection site, promoting fast accumulation of the contrast agents in the lymph nodes. However,
slow draining could also permit the injection site to become a contrast depot, allowing continuous
irrigation into the lymph nodes for a longer period of time.

4. Conclusions

In this study, we have reported a simple but efficient method for elaborating a radioactive contrast
agent (*’MTc-AuNPs-MAN) with a high potential for lymphatic mapping using SPECT/CT imaging.
In vivo studies have shown that this system can track and accumulate in lymph nodes in a similar way
to the commercial **™Te-Sulfur colloid, which is commonly used in clinical practice for SLN detection.
These results support the promising use of ™ Tc-AuNPs-MAN in SLN detection; however, more studies
are required to evaluate the AuNPs-MAN's toxicity, biodistribution, and pharmacokinetics before
validating its potential clinical use for sentinel lymph node detection and targeting in cancer treatment.

5. Materials and Methods

5.1. Materials

Gold nanoparticles (AuNPs) with a 20 nm diameter (stabilized suspension in citrate buffer);
lipoic acid (ALA), N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC), sodium
hydroxide (NaOH), ethylenediamine-N,N"-diacetic acid (EDDA), tricine, tin(IT) chloride (5nCl,), and
hydrochloric acid (HCI) were purchased from Sigma-Aldrich (Mexico City, Mexico). 2-aminoethyl
2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o-p-mannopyranoside hydrochloride (MAN) was purchased from Synthose Inc,
(Ontario, Canada). The modified peptide hydrazinonicotinamide-glycine-glycine-cysteine (HYNIC)
was acquired from Peptides International (Kentucky, US). The 99mpe pertechnetate and MM T Sulfur
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colloid were purchased from Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (Mexico, Mexico). All
reagents were used as received, without further purification. Deionized water (18.2 M() cm) was used
in the experiments.

5.2. Preparation of ¥" Tc-AuNPs-MAN

5.2.1. AuNPs-ALA

Pristine AuNPs (3 mL, 1 nM) in sodium citrate were washed three times (11,500 rpm, 30 min) and
resuspended in deionized water at pH 11 (NaOH, 1 M). Then, 2.5 mL of AuNPs (1 nM) was incubated
with 250 pL of ALA (10 mM) for 2, 24, 48, or 72 h at room temperature and constant stirring of 3000
rpm [25]. For each time of incubation, free ALA was removed by ultrafiltration (Ultrafree-PF filters
10,000 NWWL, Millipore); the AuNPs-ALA pellets were washed three times (11,500 rpm, 30 min) and
resuspended in deionized water at pH 7 and adjusted to a nanoparticle concentration of 1 nM using
Equation (1) [27]:

¢ = Ags0/ea50 (1)

where A5 is the absorption of gold nanoparticles at 450 nm for a standard path length / of 1 cm and
€450 is the molar decadic extinction coefficient at A = 450 nm for 20 nm gold nanoparticles. These
conjugates were labeled according the incubation time, AuNPs-ALA ), (where, h = 2, 24, 48, or 72 h).
The number of ALA molecules bonded to AuNPs was estimated by a UV-vis calibration curve
of ALA concentrations (from 0.5 to 1.5 mM, plus a blank sample). The specific absorption peak at
330 nm of the five-membered ring in lipoic acid [28] was selected for the quantification. A UV-vis
spectrophotometer (Beckman Coulter, California, US) was used to obtain the absorption spectrum
as a function of the number of ALA molecules at each molar concentration. From a linear fit of data,
the number of remaining free ALA molecules in solution after centrifugation was calculated; these
values were used to estimate the number of ALA molecules per AuNp: 1107+ 587 at 2 h, 4151 + 4381
at 24 h, 4428 + 479 at 48 h, and 5535 + 2089 at 72 h. The number of nanoparticles was calculated using
equation (2):
N = MC/m (2)

where Mc is the mass concentration of gold (g/mL) and m is the mass of an individual nanoparticle
(g/particle).

5.2.2. AuNPs-MAN

One milliliter of each AuNPs-ALAy) (1 nM, pH 7) was mixed with 2 uL of MAN (100 mg/mL in
ethanol) and 10 uL of EDC (40 mM, pH 6.5). These conjugates were labeled as AuNPs-MANy,) (h =2,
24, 48, or 72 h). The solutions were incubated with constant stirring (3000 rpm, 5 h), centrifuged at
11,500 rpm (30 min), washed three times in deionized water at pH 11, and left in basic hydrolysis at pH
11 for 24 h; finally, AuNPs-MAN;,) conjugates were adjusted to a nanoparticle concentration of 1 nM.

5.2.3. HYNIC-AuNPs-MAN

One milliliter of each AuNPs-MAN(y, (1 nM) was incubated with HYNIC (5 uL, 1 mM in ethanol)
with constant stirring (3000 rpm, 20 min). The conjugates were labeled as HYNIC-AuNPs-MANy,
(h =2, 24,48, or 72 h). Unbound HYNIC was removed by ultrafiltration (Ultrafree-PF filters 10,000
NWWL, Millipore). The nanoparticles were washed three times (11,500 rpm, 30 min), resuspended in
deionized water at pH 11, and adjusted to a nanoparticle concentration of 1 nM.

The number of HYNIC molecules per AuNP was also estimated by a UV-vis calibration curve
from HYNIC (from 2 to 7 uM, plus a blank sample). The absorbance peak at 254 nm was used [29];
the absorption spectrum was plotted as a function of the number of HYNIC molecules at each molar
concentration. The parameters from the linear fit of data were used to calculate the remaining
free HYNIC molecules in solution after centrifugation; then, the number of HYNIC molecules per
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nanoparticle was estimated as 1199 + 430 at 20 min, 2214 + 146 at 2 h, 3063 + 360 at 24 h, and 2989 +
387 at 48 h. The number of nanoparticles was calculated using Equation (2).

5.2.4. Characterization

Absorption spectra (400-1000 nm) for each AuNPs-MANj,) were obtained with a Beckman Coulter
DU-530 Life science UV/Vis spectrophotometer using a 1 cm quartz cuvette. UV/Vis analysis was used
to monitor the AuNP surface plasmon band (520 nm) shift in order to evaluate the conjugation stability.

The hydrodynamic diameter and Z-potential were measured by Dynamic Light Scattering (DLS)
and Electrophoretic Light Scattering, respectively, using a Z-sizer 90Plus Analyzer (Brookhaven
Instruments Corporation, Long Island, NY, USA). In this equipment, the default calculation employs
the Smoluchowski limit to calculate the Z-potential and the Stokes-Einstein equation for particle
sizing. Smoluchowski approximation is valid for nanoparticles in aqueous media, even though
the smallest nanoparticles (<20 nm diameter) may not have ka >> 1 necessary to justify the application
of Smoluchowski approximation [30]. ka >> 1 indicates that the particle radius (a) is large compared
to the Debye length (1/x) (1/k is ~10 nm for 1 mM aqueous salt solutions), which is used in Henry’s
function (F(ka)) to calculate the electrophoretic mobility using Henry’s equation [30]. In this work,
samples (~20 nm AuNps) were analyzed in deionized water and adjusted to pH 7 with 1 M NaOH
at 25 °C, and the final concentration was 1 mM of NaOH. Polystyrene nanospheres (100 nm) (Duke
Scientific, California, US) and BI-ZR3 zeta potential reference material (Brookhaven Instruments Corp.,
New York, US) were used as standards to verify the equipment performance before measurements.

The attenuated total reflection Fourier transform infrared (FTIR-ATR) spectra, from 1000 to
3800 cm™!, of the covalent reaction for ALA-MAN, were recorded on a Perkin-Elmer Spectrum 100
spectrometer (Perkin Elmer, Ohio, US) to corroborate the formation of amide I and II bonds by
comparing the spectra of AuNPs-ALA g before and after its conjugation with MAN. Samples were
deposited on the ATR crystal by the drop casting technique and deposition was repeated several times.

Morphology and chemical composition analysis were performed using a JEM-2010F FASTEM
instrument (JEOL, Massachusetts, US) coupled to a NORAN energy dispersive spectrophotometer
(EDS) operating at 20 kV. Samples were prepared by applying 30 uL of a diluted nanoparticle solution
onto carbon-coated copper grids (Ted Pella, California, US). Excess solution was removed with filter
paper and the sample was allowed to dry at room temperature overnight. The resulting images were
analyzed using Image] version 1.40 software (NIH, Wayne Rasband); for size analysis, at least 100
nanoparticles were evaluated per sample and the statistical analysis was performed with OriginPro2020
software (Northampton, US).

5.2.5. Radiolabeling

Radiolabeling was performed as previously reported [13]. Briefly, 0.5 mL of *™Tc pertechnetate
(1 mCi) with 60 pL of SnCl2 (10 mM, pH 1) and 2 uL of HCI (12 M) were incubated at 30 °C under
constant stirring (500 rpm, 15 min). Then, the pH was adjusted to 7 (NaOH, 1 M) for further adding
40 uL of tricine (30 mM, 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4) at 30 °C under constant stirring (500 rpm,
10 min). Finally, 1 mL of each HYNIC-AuNPs-MAN, (1 nM) and 10 uL of EDDA (20 mM, 0.1 M
phosphate buffer, pH 7.4) were added to the previous solution and incubated for 20 min at 100 °C under
stirring at 500 rpm. Purification was performed by filtration using Amicon centrifugal filters (0.5 mL
ultracel, 100 K) at 12,000 rpm, for 5 min. Radiolabeled nanoparticles (*’™Tc-AuNPs-MANy,)) remained
in the filter, while free pertechnetate (**™TcO,~) and hydrolyzed/reduced technetium (**™TcO,) passed
through the filter. The radiolabeling efficiency was evaluated by measuring the radioactivity (mCi)
in the supernatant and pellet, using a dose calibrator(34-056 Deluxe Isotope Calibrator II, Nuclear
Associates).

The radiochemical purity (RP) was determined by ITLC-SG (General Electric, Santa Clara, CA,
USA). The samples (2 pL) were spotted on ITLC strips and 2-butanone and saline solution (NaCl-0.9%)
were used as mobile phases. The 2-butanone was used to evaluate the percentage of free “™TcOy~
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and the saline solution was employed to measure the percentage of hydrolyzed/reduced technetium
(?*™TcO,). The strips were cut in half and the radioactivity in each segment was measured using
a well-type gamma counter (Ludlum 2200, Sweetwater, TX, USA). The % RP was calculated as

%RP = % 100 (3)

B
B+T
where B and T represent the radioactivity (cps) measured at the bottom (i.e., ™ Te-AuNPs-MAN) and
top segments (i.e., “™TcO,~ or “™TcO,), respectively.

The radiolabeling stability was measured in saline solution (NaCl 0.9%) at room temperature
and in fresh human serum (37 °C). A total of 100 uL of qquC-AuNPS-MAN(h) was added to 500 uL of
either saline solution or human serum and incubated for 6 h. The stability, as a function of time, was
determined by ITLC-SG/NaCl-0.9%, as previously described, after collecting samples (15 pL) at 15 min;
30 min; and 1, 2, 4, and 6h. All measurements were corrected by radioactivity decay.

5.3. Animal Model

Male Wistar rats (250-300 g) were obtained from the UNAM’'s Medical School animal facility
(Mexico City). Animals were kept in a pathogen-free environment and fed with autoclaved food
and water ad libitum. The procedures for care and use of the animals were approved by local
institutional Scientific and Ethics Committees at INCan (019/010/IBI) (CEI/1349/18) (2019/0403/CB1) and
all applicable institutional and governmental regulations were followed in accordance with the Federal
Regulations for Animal Production, Care and Experimentation (NOM-062-ZO0-1999, Ministry of
Agriculture, Mexico, Mexico). The guidelines from the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals of the National Institute of Health (NIH, Washington D. C., US) were also followed. All efforts
were made to minimize animal suffering and to reduce the number of animals used in the experiments.

To evaluate the potential of PMT_AUNPs-MAN as a contrast agent for SLN mapping,
the foot-draining popliteal lymph node model of rats was chosen. This model is widely used
to test diagnostic techniques of metastasis and for drug delivery to lymphatic nodes. In this model,
the administration of ™ Tc-AuNPs-MAN was performed in the footpad of Wistar rats. It is expected
that *MTe-AuNPs-MAN will drain from the administration area to the first lymphatic node, i.e.,
the popliteal lymph node.

5.4. In Vivo SPECT/CT Imaging

A microPET/SPECT/CT imaging system (Albira ARS, Bruker, Billerica, Spain) was used to analyze
the in vivo lymphatic mapping of the radiolabeled conjugates in healthy rats. Nine rats were used
in this study, organized into two experimental groups. In the first group (Group A), three rats were
used to compare the popliteal node targeting of *™Tc-AuNPs-MAN g, vs. “MTc-AuNPs-ALA g,
This experiment was designed to verify the lymphatic node accumulation of nanoparticles coated
with mannose. The other six rats (Group B) were used to evaluate the targeting efficiency of
PIMTe AuNPs-MAN g, vs. ™ Te-Sulfur colloid. This colloid is commonly used in clinical practice for

the assessment of lymphatic tracking and sentinel node targeting and was used here as a gold standard.

The radiolabeled complexes were injected subcutaneously into the footpad of rats under anesthesia
using a mixture of oxygen/isofluorane at 3%. The footpad of each animal received a single injection
(~50 uCi) of #™Te-AuNPs-MAN g, ™ Te-AuNPs-ALA 4, or *™Te-Sulfur colloid in approximately
35 uL. After the injection, the footpad was gently massaged for one minute to promote the movement
of the complex into the lymphatic pathway. For the first experiment (Group A), images were acquired
at 1 and 3 h post injection and the animals were sacrificed by cervical dislocation after acquiring the
3 h image; popliteal lymph nodes and the injection site were dissected. The nodes were harvested,
weighed, and counted for radioactivity using the well-type gamma counter (Ludlum Model 2200
Scaler/Ratemeter, Texas, US). For the second experiment (Group B), images were acquired at 1, 3, and 6
h post injection.
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All images were reconstructed with Albira’s reconstruction software and the quantification
analysis and image processing were performed with PMODE (PMODE Technologies, Ltd. Zurich,
Switzerland) and Osirix MD (Pixmeo SARL), respectively.

5.5. Statistical Analysis

The results are expressed as the mean + SD (standard deviation). Statistical analysis was performed
using one-way analysis of variance (ANOVA). Significance was assumed at p < 0.05. All assays were
performed with at least three independent triplicates.
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