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inglés High-resolution transmission electron micoscopes).
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I RESUMEN

En el presente trabajo se utilizaron las bases de la nanociencia y la nanotecnologia con
ayuda de otras areas como la biologia, la medicina, la fisica, para desarrollar un medio
de contraste para tomografia computarizada por emision de foton Unico con un
acoplamiento de tomografia computarizada (SPECT-CT). El medio de contraste consistio
en una nanoparticula de oro (AuNPs) de 20 nm funcionalizada con acido lipéico unido
covalentemente a moléculas de manosa aminada que después se radiomarcaron con
Tecnecio 99 metaestable (°®™Tc). El objetivo de la sintesis del nanosistema es poder
utilizarlo para la localizacion especifica de macrofagos M2 en ambientes tumorales y
obtener imagenes moleculares de SPECT-CT, ya que su localizacion podria ayudar en
el tratamiento de ciertos tipos de cancer. Se realizd la caracterizacion de las muestras
por distintas técnicas como espectrofotometria UV-Vis para determinar la estabilidad de
las nanoparticulas después de las distintas etapas de funcionalizacién. Se analiz6 el
didmetro hidrodindmico y potencial Z para evaluar la estabilidad coloidal del sistema;
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) para confirmar la presencia
de los grupos funcionales de las distintas etapas de funcionalizacion; microscopia de
efecto tlinel (STM), microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia electrénica
de transmisién de alta resoluciéon (HRTEM) para observar la morfologia y la estructura
de las nanoparticulas y un analisis elemental para confirmar la composicion quimica de
las muestras; ademas, el radiomarcado de las AuNPs funcionalizadas con &cido lipéico
y manosa se verificd por medio de evaluaciones de eficiencia, pureza y estabilidad
radioquimica. Con los analisis mencionados se confirmé la funcionalizacién de las
nanoparticulas con acido lipéico y su unién covalente a la molécula de manosa aminada,
a su vez se describieron las caracteristicas de los compuestos y se confirmé la eficiencia,
pureza y estabilidad radioquimica del medio de contraste. El paso siguiente en el
presente trabajo involucraria corroborar la localizacion especifica de los macréfagos M2
por medio de sus receptores de manosa, asi como los analisis preclinicos como la
evaluacion de su farmacocinética, toxicidad, entre otros, ademas de probarlo en sistemas
in vivo y asi poder obtener imagenes moleculares de ellos en areas tumorales por medio
de SPECT-CT.



Il INTRODUCCION

3.1 Nanocienciay nanotecnologia

La nanociencia y la nanotecnologia son areas de investigacion altamente activas que
estudian las propiedades de los nanomateriales a nivel atbmico y molecular; son areas
multidisciplinarias donde convergen ramas de conocimiento como fisica, ciencia de los
materiales, quimica, biologia, medicina, medio ambiente, farmaceéutica, entre otras;
permitiendo a cientificos el estudio de propiedades de materiales y el desarrollo de

aplicaciones (1,2).

El término “nano” proviene del griego “enano” y se ha aplicado en términos y conceptos
gue denotan fendmenos y objetos de dimensiones de una mil millonésima parte de metro
(1x10° m) (2). En la Figura 1 se puede apreciar una comparaciéon de tamafios que

permiten percibir mejor el tamafo descrito.
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Figura 1. Una comparacion de tamafios entre nanomateriales, otros compuestos, células y

organismos biolégicamente relevantes. Imagen modificada de (3).

Por otro lado, el término “nanotecnologia” fue acufado por primera vez por Norio
Taniguchi en 1974, describiéndola como el &rea que consiste principalmente en procesos
de separacion, consolidacién y deformacion de los materiales por un &tomo o molécula
(4). Sin embargo, la definicion se ha adaptado y a pesar de no haber una definicion Unica,

la nanotecnologia se describe como aquella que estudia, disefa, caracteriza, fabrica y



aplica estructuras, dispositivos y sistemas controlando la forma y propiedades de la
materia a nanoescala, refiriéndose al tamafio comprendido entre 1 y 100 nm de
dimension (5), mientras que la nanociencia “tiene por principio, controlar y manipular la

materia en la nanoescala, es decir a nivel de atomos y moléculas”(6).

Se establece una escala relativa con un minimo de 1 nm y un maximo de 100 nm. Esto
se debe a que suele ser el umbral en donde los materiales presentan o adquieren
propiedades diferentes a las que tendrian a una escala mayor; cabe destacar que el
limite de 100 nm no es totalmente estricto (1).

Hay varios aspectos importantes a comprender antes de adentrarse de lleno en el mundo
de la nanociencia y nanotecnologia, entre estos es que la nanotecnologia es
multidisciplinaria e interdisciplinaria. Se entiende por multidisciplinaria la relacion
preliminar entre dos o mas disciplinas y por interdisciplinaria a que los lazos entre varias
disciplinas son mas fuertes, se sobreponen o integran, permitiendo investigaciones y
trabajos en colaboracion de diversos profesionales (1,7). Otro aspecto importante a
considerar, es que las leyes del “nanouniverso” las estudian la nanoquimica y la
nanofisica, pues sus propiedades estan regidas entre la fisica clasica y la mecanica

cuantica, entre estas leyes encontramos las siguientes (7,8):

e EIl intercambio de energia entre atomos y particulas so6lo puede ocurrir en
paguetes discretos llamados cuantos de energia.

e Las ondas de luz, bajo determinadas condiciones, se pueden comportar como
particulas (fotones).

e En algunas circunstancias, las particulas se pueden comportar como ondas.

e Es imposible conocer al mismo tiempo la velocidad y posicion exacta de una

particula, debido al principio de incertidumbre de Heisenberg.

Dentro del siglo XXI, se menciona que la nanotecnologia se puede comparar en impacto
de vida humana a un evento tan importante como el desarrollo de los antibiéticos en el
siglo XX, los circuitos integrados, la microelectronica y los polimeros hechos por el
hombre (7). Su relevancia ha sido tanta, que empresas que adquirieron fama en los
ultimos afnos a raiz de la pandemia por SARS-CoV-2 como Pfizer la utilizan actualmente,



un ejemplo del uso que le han dado es la creacion de nanocépsulas de liberacion de
insecticidas, fungicidas, plaguicidas, herbicidas y fertilizantes para apoyar al sector

agricola (9).

3.2 Nanomateriales

Los nanomateriales presentan un comportamiento diferente en la nanoescala al del
material en una escala superior a los 100 nm debido a propiedades fisicas y quimicas
novedosas que presentan en la escala nanométrica, pues dichas propiedades en
cualquier material estan determinadas por las interacciones entre electrones y iones-
electrones, al reducir el espacio donde pueden moverse los electrones, es posible
encontrar nuevos efectos debido al confinamiento espacial (10), un ejemplo de ello son
los plasmones superficiales en las AuNPs, este efecto se da debido a la relacion del
tamafio nanométrico de las NPs y de la longitud de onda de un haz de luz al que son
expuestas, ocasionando oscilaciones colectivas de los electrones libres existentes en los
atomos de las NPs, ademas esto estd asociado a energias discretas, por lo que las
transiciones electrénicas debido a las oscilaciones originan una extincién de una parte
de la luz incidente y producen un efecto de coloracion en el sistema, pues la absorcion
predomina sobre la difusion y esta uUltima determina el color de la suspension (1,11).
Debido a las interacciones mencionadas, cuando se desarrollan nuevos nanomateriales,
es importante estudiar todas las propiedades que pueda tener para poder estipular los
efectos positivos encontrados y advierten los posibles peligros derivados del tamafio

nanométrico (10,12).

De manera general y siguiendo la Figura 2, los nanomateriales se pueden clasificar en

4 tipos de acuerdo a las dimensiones en la escala hanométrica que estos poseen (1):

e Materiales de dimension 0: Nanoparticulas.
e Materiales de 1 dimensién: Nanoalambres y nanotubos.
e Materiales de 2 dimensiones: Peliculas delgadas.

e Materiales de 3 dimensiones: Solidos formados por unidades nanométricas.



Sdélidos formados por
unidades nanométricas

Peliculas delgadas

Nanoalambres y nanotubos

Nanoparticulas

Figura 2. Clasificacion de nanomateriales por su dimensionalidad. Imagen modificada de (13).

Cada uno de estos nanomateriales se puede emplear en una gran variedad de ramas de
investigacion. Un ejemplo de esto son los puntos cuanticos, los cuales estan fabricados
por nanocristales semiconductores y contienen sélo unos cientos de &atomos, son
nanomateriales de baja dimensionalidad y tamafio nanométrico que tienen un efecto de
confinamiento en su estructura y al ser excitados emiten luz en diferentes longitudes de
onda dependiendo el tamafio, por lo que son Utiles en marcadores bioldgicos de actividad
celular (6). Otros beneficios y/o usos que tienen estos nanomateriales recaen desde el
ambito industrial gracias a propiedades como morfolégicas, térmicas, mecanicas,
termomecanicas, espectroscépicas, angulo de contacto y cristalograficas. Por ejemplo,
los nanotubos de carbono en mezclas de acido polilactico se propone como material de
embalaje (14). Otros ejemplos de aplicaciones para los nanomateriales recaen en el
campo agricola, donde se plantean como biointegradores de fertilizantes (7,15) y en el

biomédico como tratamiento de la fibrosis quistica (16).



3.3 Nanoparticulas (NPs)

Aunque las NPs parecieran un material totalmente revolucionario, algunas como las de
plata (AgNPs) y las de oro (AuNPs) se usaron como pigmentos para vitrales desde el
siglo X d.C. (7). A su vez, estas Ultimas también se fueron empleadas por los egipcios

con fines medicinales y por los chinos como colorantes organicos de porcelanas (1).

Actualmente representan un campo en constante expansion para las areas de la fotdnica,
electronica, sensores, medicina, control de contaminacion y tecnologia ambiental, dentro
de las cuales podemos destacar aplicaciones biomédicas en bioimagen y de
administracion de farmacos y diagndstico (17), pues se plantean como componentes
esenciales de nanosistemas para el transporte y liberacion de farmacos en la

nanomedicina (1).

Las NPs al igual que el resto de los nanosistemas, se encuentran entre 1-100 nm;
ademas, dependiendo de su tamafio y el material metélico del que estén hechas pueden
diferir en el color de la suspension, por ejemplo las AuNPs pueden ser de color rojo
intenso, azul palido o purpura (1,11). Las propiedades opticas y electrénicas de las
AuNPs como los plasmones de superficie para aquellas menores a 30 nm de diametro
mencionado anteriormente, dependen en gran medida del tamafio, superficie y sus
caracteristicas fisicas, quimicas y morfolégicas (11,17). Extendiendo la idea anterior, en
las NPs se aprecia un incremento notable del &rea de superficie con relacion al volumen
respecto a solidos volumétricos y a su vez, los niveles electronicos de éstas son
discretos, lo que da lugar a la manifestacion de efectos cuanticos; he aqui el origen del

fenomeno los plasmones superficiales (1).

Gracias a la gran variedad de propiedades adquiribles, las areas que abarca la
investigacion de NPs de tipo coloidales como las nanoesferas, nanocapsulas
dendrimeros, entre otras, se han vuelto especialmente cotizadas, pues podrian dar
solucion a trastornos graves e incluso se han planteado para tratar patologias como el
cancer usandolas para la liberacion de farmacos (17). Sin embargo, también se han
empleado AuNPs unidas a anticuerpos monoclonales especificos para una variedad de
cancer, se dirigen a la localizacion exacta de las células cancerigenas y utilizando un

laser de tratamiento con longitud de onda igual a la de las AuUNPs, estas tienden a vibrar



liberando la energia en forma de calor, destruyendo asi el tumor practicamente sin dafio

en el tejido circundante (1).

Lo anterior es una de las razones por las cuales las AUNPs se consideran nanomateriales
valiosos para el diagndstico de enfermedades, pues funcionalizadas son agentes de
contraste ideales para técnicas de imagen hibridas como la tomografia computarizada
por emision de fotdn unico (SPECT)(18).

Para el disefio de nanosondas marcadas a partir de AuNPs, es necesario la
funcionalizacion de estas. La palabra funcionalizar hace referencia a unir un agregado
molecular a las AuNPs que amplia o agrega caracteristicas nuevas, un ejemplo de ello
puede ser la union de portadores de antigenos apropiados a las AuNPs, los cuales les
ayudaran a superar barreras biolégicas (19), en los cuales se mide la “avidez” o fuerza
de enlace (20).

Hay diversos motivos por los cuales la funcionalizacion de las NPs es favorable, por
ejemplo, gracias a la incorporacién de pequefias moléculas bioactivas en sistemas de
suministro de escala nanométrica, pueden aumentar la biodisponibilidad de un farmaco
y la eficiencia terapéutica, para proporcionar una terapia deseable mediante la
focalizacion (17) e inclusive algunos otros trabajos, prometen una disminuciéon o nula
toxicidad, mejor biocompatibilidad y biodegradabilidad, esto ocupando la forma de
funcionalizacion que mejor se acople a los objetivos del proyecto (21). Hablando de un
caso en particular de buena funcionalizacién, los grupos basados en azufre son
facilmente adsorbidos en superficies de oro, lo cual permite la funcionalizaciéon de AuNPs

con moléculas pequefias y biomoléculas (22).

3.4 Etapas del cancer

De acuerdo con la American Cancer Society, para clasificar al cancer existe un sistema
denominado TNM, el cual asigna una letra o nUmero que describe el tumor, los ganglios
y la metastasis. A continuacion se describe lo que significa cada letra y numero de dicho

sistema (23):

e T —Tumor. Se refiere al tamafio del tumor primario (original).



TX indica que no hay informacion sobre el tumor primario o que no fue
posible su analisis.

TO indica que no se tiene evidencia del tumor primario (que no se pudo
localizar).

Tis significa que las células cancerosas se reproducen en la capa mas
superficial del tejido en donde se origind el tumor, sin invadir los tejidos mas
profundos. Puede que un tumor con esta clasificacion sea referido también
como cancer in situ o precancer.

Cualquier numero enseguida de la letra T (como T1, T2, T3, T4) podrian
describir el tamafio del tumor y/o qué tanto se ha propagado hacia
estructuras cercanas en el cuerpo. Entre mayor sea el nimero T, mayor el

tamafo del tumor y/o mayor la propagaciéon de tejidos cercanos.

N - Nodulos. se emplea para indica si el cancer se ha propagado a los ganglios

0 noédulos linfaticos regionales.

o NX Indica que no hay informacion sobre los ganglios linfaticos cercanos o

qgue no fue posible su andlisis.

NO indica que los ganglios linfaticos cercanos no contienen células
cancerosas.

Los numeros después de la N (como N1, N2, N3) podrian describir el
tamafio de la invasion, la ubicacién y/o el nimero de ganglios linfaticos

cercanos afectados por el cancer. Cuanto mayor sea el nimero N, mayor

es la propagacion del cancer a los ganglios linfaticos cercanos.

M — Metastasis. Determina si el cancer se ha propagado (hecho metastasis) hacia

otras partes del cuerpo.

o MO indica que no hay propagacion distante del cancer.

o M1l indica que si hay propagacion hacia tejidos u érganos que son distantes

al lugar donde surgio el cancer.

Cualquiera de las categorias T, N y M puede ser precedida por una “c” o una “p”

minuscula para indicar si la clasificacion de la etapa es clinica o patolégica.
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e Para los casos de re-estadificacion del cancer tras terapia neoadyuvante u otro
tratamiento, la letra “y” minuscula precede a las letras anteriores para una
categoria mas detallada.

e Para los casos de re-estadificacion del cancer tras una recurrencia o progresion,
la letra “r” minuscula también podria proceder en una denominacién de categoria

mas detallada.

Una vez determinados los valores para T, N y M, se asigna un valor en conjunto, esta
asignacion se da por valores del 1 al 4 indicados con numeros romanos, siendo los
canceres de etapa | los menos avanzados y suelen tener una prognosis favorable,
mientras que, a etapas mas avanzadas, el desarrollo de la enfermedad y su propagacion

aumenta (23). Las etapas se describen a continuacion (24):

e Etapa 0: Indica carcinoma in situ. Tis, NO, MO.

e Etapa |: Cancer localizado. T1-T2, NO, MO.

e Etapa ll: Cancer localmente avanzado, etapas tempranas. T2-T4, NO, MO.

e Etapa lll: Cancer localmente avanzado, estudios tardios. T1-T4, N1-N3, MO.

e Etapa IV: Cancer metastasico. T1-T4, N1-N3, M1.

Con la finalidad de una mejor comprension del sistema TNM, en la Tabla 1 especifica en
cancer de células renales, se establece un ejemplo de su uso, sin embargo, el sistema
es aplicable para cualquier tipo y localizacién de cancer. También se pueden observar
algunos cambios que se le han efectuado al sistema hasta el modelo actual previamente

descrito.
Tabla 1. Comparacion entre diferentes versiones del sistema TNM. Tabla modificada de (25).

Estadio Clasificacion Hermanek et Sobin et al, Greene et al, 2002
al, 1987 1997

Tamano/Extensién del tumor

Enfermedad T1 Tumor 2.5 cm, Tumor <7.0 NA
localizada limitado al rifién | cm, limitado al
rinén
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Enfermedad
localmente

avanzada

Ganglios

regionales

Tla NA NA Tumor £4 cm,
limitado a rifion
Tlb NA NA Tumor <4 <7 cm,
limitado a rifion
T2 Tumor >2.5cm  Tumor >7 cm, Tumor >7 cm,
limitado a rindn  limitado a rifién limitado a rifion
T3 Se extiende a Se extiende a Se extiende a
venas, invade venas, invade venas, invade la
la adrenal o la adrenal o adrenal o grasa
grasa peri-renal grasa peri- peri-renal pero no
pero no pasala @ renal pero no pasa la Gerota
Gerota pasa la Gerota
T3a Extension peri- ~ Extension peri-  Extension peri-renal
renal o glandula renal o o del seno renal.
suprarrenal glandula Extensién adrenal
suprarrenal
T3b Extensién vena = Venarenal o Vena renal o cava
renal cava infra- infra-diafragmatica
diafragmatica
T3c Vena cava Vena cava Vena cava supra-
infra- supra- diafragmatica
diafragmatica diafragmatica
T4 Extension a Extension a Extension a capsula
capsula de capsula de de Gerota
Gerota Gerota
T4a Vena cava NA NA
supra-
diafragmatica
T4b NA NA NA
N1 Metastasis en Metastasis en Metastasis en un

un ganglio

<2cm

un ganglio

regional

ganglio regional
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N2 Metastasis en Metastasis en Metastasis en un
un ganglio >2 un ganglio ganglio linfatico
cm, pero no >5 linfatico
cm
N3 Metastasis en NA NA
un ganglio >5
cm
Metastasis MO No metastasis = No metéstasis No metéstasis
M1 Metastasis a Metastasis a Metastasis a
distancia distancia distancia
NA: No Aplica.

3.5 ®¥MTc-AuNPs-MAN como sonda paralalocalizacion de macréfagos

M2 en ambientes tumorales.

Los macréfagos tisulares son las células del sistema inmunolégico innato encargadas de
patrullar en busqueda de agentes patdégenos, también fungen como células de
comunicacion en el desarrollo y mantenimiento del sistema inmunitario adaptativo junto
a otras células. Los macréfagos se presentan de forma diversa por fenotipo y funciones
de acuerdo al tejido en el que se encuentran y al estado de activacion, por lo cual, se
han denominado M1, M2, inmunoreguladores, etc., desde su espectro de actividades
(26).

Dentro de los microambientes tumorales del tejido canceroso, se han descrito
macrofagos asociados a tumores o TAMs que desempefian funciones en la invasion,
proliferacion y metastasis tumorales, siendo estos los macréfagos conocidos como M2
(27). Los macrofagos M2 poseen altos niveles de receptores de manosa (Abreviado
como MR, CD206 o MRC1), mismo que se encuentra en el tejido linfoide y el cual es una
glicoproteina transmembranal perteneciente a las lectinas tipo C, también se encuentra
en células dendriticas y células endoteliales hepaticas o linfaticas seleccionadas (28).
Las regiones extracelulares tienen un dominio rico en cisteina (CR) N-terminal que se
une a glicoproteinas con azucares sulfatados que terminan en 4-SO4GalNAc, un dominio
de fibronectina Il (FNII) y ocho dominios de reconocimiento de carbohidratos (CRD) que

se unen a azucares como manosa y fucosa(26,29,30).
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El MR tiene funcién en la endocitosis, fagocitosis y en la homeostasis inmunitaria al
eliminar manoglucoproteinas no deseadas, por ello se esta prestando atencion a la
manosilacién de agentes clinicos para imagenes avanzadas, diagndsticos y estrategias
terapéuticas optimizando la captacién por MR en macrofagos como células diana; tales
estrategias podrian permitir el uso de menor cantidad de agente, efectos clinicos
Optimos, aumento de la eficacia y reduccién en la toxicidad (21).

Para llevar a cabo una localizacion precisa de los TAMs, se requieren agentes de
contraste radiomarcados, el Tecnecio 99 metaestable (®°*™Tc) resulta viable para
radiomarcaje debido a la corta vida media de 6.02 horas que tiene y su energia fotonica
de 140 keV, asi como su disponibilidad a bajo costo (31); ademas de haber sido usado
anteriormente para otros trabajos con fines de bioimagenes, pues la FDA aprobo el
“Technetium (99Tc)-labeled tilmanocept” de Navidea Pharmaceuticals como el primer
radiofarmaco monosilado para obtencion de imagenes de Ganglios linfaticos centinela
(SLNs) de tumores solidos (21), es decir, el primer ganglio linfatico que drena el tumor

primario y se usa en el diagndstico y prondstico de pacientes(18).

Al biofuncionalizar, conjugar o revestir NPs, se pueden realizar administraciones dirigidas
y controladas, ademas de servir como sondas para la localizaciéon de tumores, células
cancerosas Yy cualquier otra célula u érgano diana, dependiendo del componente
agregado; ademas de poderse sintetizar en tamafios bien definidos y unir diferentes
radiontclidos a su superficie (como el °°™Tc) que se prepara con ligandos para el

direccionamiento activo en estructuras o células (17,18,31).

Todo esto vuelve viable el dirigirse al MR en macrofagos M2 dentro de ambientes
tumorales para el suministro de agentes de imagen y diagndstico que contienen
carbohidratos, funciéon que empleara el complejo **"Tc-AuNPs-MAN, pues el tamario de
las AuNPs utilizadas esta dentro del rango establecido en experimentos de captura de
macrofagos (18) y se ha propuesto su uso potencial para el mapeo fotoacustico SLN
multimodal, donde se necesita la unibn a MR para mejorar la especificidad del método
(18,19,21).

14



IV HIPOTESIS

La modificacion de nanoparticulas de oro con manosa y radiomarcadas con tecnecio 99
metaestable permitird la identificacion y localizacion especifica de macréfagos
semejantes a M2. Se espera que estas nanoparticulas sean reconocidas y capturadas
por los receptores de manosa presentes en la superficie de los macrofagos M2,

permitiendo una visualizacion clara y precisa de su ubicacion.

V OBJETIVO GENERAL

Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de oro modificadas con manosa y

radiomarcadas con tecnecio 99 metaestable.

VI OBJETIVOS PARTICULARES

1. Funcionalizar nanoparticulas de oro con moléculas de acido lipdico (AuNPs-ALA)
mediante un proceso de sintesis que permita una eficiente conjugacion y
estabilizacién de las nanoparticulas.

2. Realizar la unién covalente de moléculas de manosa a nanoparticulas de oro con
acido lipéico (AuNPs-MAN) de manera selectiva y eficiente, asegurando una alta
pureza y estabilidad del producto final.

3. Caracterizar las propiedades fisicas y quimicas de los compuestos AUNPs-ALA 'y
AuNPs-MAN mediante técnicas como espectrofotometria UV-Vis para determinar
la absorbancia; diametro hidrodindmico y potencial z para evaluar la estabilidad
coloidal; espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) para
confirmar la presencia de los grupos funcionales; microscopia de efecto tunel
(STM), microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia electronica de
transmision de alta resolucion (HRTEM) para observar la morfologia y la
estructura de las nanoparticulas y un andlisis elemental para confirmar la
composicion quimica.

4. Radiomarcar de manera selectiva y precisa las nanoparticulas de oro modificadas
con manosa (AuNPs-MAN) y nanoparticulas de oro modificadas con &acido lipdico
(AuNPs-ALA) con Tecnecio 99 metaestable, utilizando un método de radiomarcaje

gue garantice una alta pureza
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5. Evaluar la eficiencia, pureza y estabilidad radioquimica de los compuestos *°™Tc-
AUNPs-MAN y "Tc-AuNPs-ALA mediante el uso de un activimetro, un contador
de centello de tipo pozo, cromatografia de capa fina y formulas matematicas.

6. Evaluar la estabilidad radioquimica de los compuestos **™Tc-AuNPs-MAN y ®°MTc-

AuUNPs-ALA en suero humano y en SSI.

VIl MATERIALES Y METODOS
7.1 Sintesis del compuesto AuUNPs-ALA

Se colocd 1 mL de AuNPs de 20 nm de diametro suspendidas en un buffer de citratos
(Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA) en un tubo eppendorf, se realizaron 3 lavados. Cada
lavado consistio en centrifugar el reactivo por 20 minutos a 355488 fuerza centrifuga
relativa (RCF) en una centrifuga “Labnet international C2500-R Prism R Refrigerated
Microcentrifuge with 24 place rotor, 120V”, retirar 900 pyL de sobrenadante y resuspender
con 900 uL de agua desionizada a pH 11; el pH en el agua se ajusté con una solucion
1M de NaOH (Reactivos Y Productos Quimicos Finos, S.A. De C.V.). Posterior a los
lavados se agregaron 100 pL de (z)-a-acido lipéico (ALA) (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO,
USA) a 10 mM en etanol anhidro <0-003% agua (sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA) y se
dej6é 48 hrs. en agitacién constante. Al finalizar la incubacién, se realizaron otros 3
lavados; como variacion unicamente en el primer lavado se retira la mayor cantidad de
sobrenadante (aproximadamente 1 mL), en los dos siguientes 900 L, los dos primeros
lavados se realizaron con agua desionizada a pH 11 y en el tercero se utiliz6 agua

desionizada pH7.

7.2 Sintesis del compuesto AuNPs-MAN

Se tomoO 1 mL del compuesto AUNPS-ALA pH 7, se agregaron 10 uL de Clorhidrato de
N-(3-Dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida [EDC] (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA)
10 mM suspendido en agua desionizada pH 7 y 2 pyL de Clorhidrato 2-Aminoetil 2,3,4,5-
tetra-O-acetil-a-D-manopiranosido [Manosa-NH2] (Synthose Inc, Canada) a una
concentracion de 100 mg/mL en etanol anhidro <0-003% agua (sigma-Aldrich, St. Luis,
MO, USA). Se dejo en agitacion constante durante 5 hrs, posteriormente se realizaron 3
lavados.
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7.3 Espectrofotometria UV-Vis

Con ayuda de esta técnica se puede determinar la cantidad de AuNPs pristinas y
después de que son funcionalizadas, por ejemplo, si hay una disminucién en el pico
maximo del espectro de absorcion a los 524 nm (longitud de onda en la cual se detectan
las AuNPs de 20 nm) del espectro de AuNPs pristinas con respecto a las modificadas se
pensaria que hay una disminucion en el nimero de particulas. Ademas, se puede
analizar la estabilidad que presentan las muestras, pues de no ser estable se
comenzaran a formar hombros en la curva, que indica una formacion de 2 0 mas grupos
de AuNPs diferentes, los cuales tienen un corrimiento al rojo pues las AuNPs al no ser
estables interaccionan entre si agregandose 2 o mas en forma de racimo y actuando
como una unidad; inclusive en algunas ocasiones es posible observar la presencia de
nuevas moléculas funcionalizadas debido a un incremento en el tamafio de la curva sin

pérdida de material.

Para determinar los espectros UV-Vis se utiliz6 un espectrofotdmetro para microplacas
Epoch (BioTek Instruments, Alemania). Se analizaron muestras de 100 pyL de los
complejos AuNPs, AuNPs-ALA y AUNPs-MAN colocadas en una placa 99 well cell culture
cluster (Costar, NY, USA) por medio de un barrido de 300 a 700 nm.

7.4 Diametro Hidrodinamico

El diametro hidrodindmico se refiere al tamafio promedio aparente de las nanoparticulas
en solucion (32). Las AuNPs pristinas tienen un didmetro de 20 nm y estan conformadas
por un aproximado de 246,762 atomos de oro (33). Sin embargo, debe considerar que
en solucién normalmente se adhiere una capa eléctrica dipolar a su superficie o
interactuan 2 o mas AuNPs juntas, por lo cual la medicion del diametro hidrodinamico
provee la informacion promedio del diametro final tras éstas interacciones (32), a su vez
permite apreciar el aumento de tamafo tras las respectivas funcionalizaciones

realizadas.

Para determinar el diametro hidrodindmico se usé el equipo 90 Plus Particle Size
Analyser (Brookheaven Instruments Corporation, U.S.A.) ubicado en el Instituto Nacional

de Cancerologia (INCan). Se utilizaron 10 pL de nanoesferas de poliestireno como
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estandar de referencia (Duke Scientific U.S.A.) suspendidas en 2 mL de KCI 10 mM para

verificar el funcionamiento del equipo.

La técnica se realiz6 para AuNPs, AuNPs-ALA y AuNPs-MAN, tomando 500 uL de la
muestra y 1 mL de KCI 10 mM ajustado a pH 7 con NaOH 1M previamente filtrado con
un filtro de membrana Durapore (Millex Gv, Tullagreen, Carrigtwohill, County Cork,
Irlanda) de 0.22 um.

7.5 Potencial zeta

Por otro lado, el potencial Z se refiere a la carga eléctrica en la superficie de las particulas
y su capacidad para repeler o atraer a otras; por lo general se identifica con la letra griega
0 o0 9 (zeta) (34), estudios previos han demostrado que las AuNPs funcionalizadas con
acidos carboxilicos exhiben valores de potencial zeta negativos cercanos a -60 mV (35).
Un potencial z negativo indica una superficie cargada negativamente, lo que refiere que
este tipo de carga en AuNPs funcionalizadas con acidos carboxilicos indica estabilidad

coloidal en solucion.

Para determinar el potencial zeta, de igual manera se us6 el equipo 90 Plus Particle Size
Analyser (Brookheaven Instruments Corporation, U.S.A.) ubicado en el Instituto Nacional
de Cancerologia (INCan). Se utilizé un electrodo de paladio con una celda de acrilico de
cuatro lados claros. El estandar para la técnica fue una solucién de BI-ZR3 Zeta en una
disolucion de KCI 1 mM.

La técnica se realizé para AuNPs, AuNPs-ALA y AuNPs-MAN, tomando 500 uL de la
muestray 1 mL de KCI 10 mM ajustado a pH 7 con NaOH 1 M previamente filtrado con
un filtro de membrana Durapore (Millex Gv, Tullagreen, Carrigtwohill, County Cork,
Irlanda) de 0.22 pm.

7.6 Espectroscopiainfrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La FTIR toma como principio que las moléculas tienen la capacidad de rotar y vibrar en
distintas frecuencias denominadas modos normales vibracionales tras absorber la
energia de fotones en el rango energético de la espectroscopia infrarroja debido a una
diferencia en el momento dipolar de la molécula (36). El resultado del andlisis es un

espectro de reflexion de las bandas de grupos funcionales de las sustancias inorganicas
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y orgénicas, haciendo posible una identificacion de los materiales presentes en la

muestra (37).

(a) (b)
i ¥

Vibracion de estiramiento simétrica Vibracién de estiramiento antisimétrica

(c) (d)
>

./ \. 8 .)

Tijereteo en plano Balanceo en plano

(e) ()

<

Aleteo fuera del plano Torsién fuera del plano

Figura 3. “Diferentes modos de vibracion de estiramiento ejemplificados con un grupo CH; que
incluyen: (a) Vibracién de estiramiento (o tension) simétrica, (b), vibracion de estiramiento (o0
tension) asimeétrica; y vibraciones de doblamiento (o flexion) que incluyen: (c) tijereteo en plano,
(d) balanceo en plano, (e) aleteo fuera del plano, (f) torsién fuera del plano. Los circulos negros
representan atomos de hidrégeno y los circulos verdes representan atomos de carbono.” Imagen

modificada y pie de figura tomados de (38).

Cada banda mostrada en el espectro de reflexion puede pertenecer a un tipo diferente

de vibracion como se muestra en la Figura 3, debido a ello es que podemos encontrar
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diferentes a un mismo grupo funcional, e inclusive en algunos casos se requieren estar
presentes mas de una banda para indicar la presencia de un grupo funcional en concreto
como es el caso de la amida secundaria que requiere un total de 3 bandas para confirmar

su presencia (39).

Para la técnica FTIR se utilizo el espectrofotometro Perkin-Elmer Spectrum 100 (Perkin
Elmer Cetus Instruments, Norwalk. Ct. EE. UU.) ubicado en el Instituto de Ciencias
Nucleares (ICN), UNAM. El andlisis se realizdé para AUNPs y AuNPs-ALA, para ello se
tom6 1 mL de la muestra y se centrifugd a 355488 RCF en una centrifuga “Labnet
international C2500-R Prism R Refrigerated Microcentrifuge with 24 place rotor, 120V”
por 20 min., posteriormente se retiraron 950 L de sobrenadante. Posteriormente los 50
WL restantes se secaron gota a gota en una superficie de cuarzo para su analisis en el

equipo.

Se hizo un analisis extra para el glucésido ALA-MAN sin NPs aumentando 20 veces la
concentracion de la muestra y dejandolo secar gota a gota en una superficie de cuarzo

y usando el mismo equipo.

7.7 Microscopia de efecto tunel (STM)

a [

/ v =
Punta

Sustrato muestra
“
b Escéaner piezoeléctrico C
{

X X

Figura 4. Componentes y principios basicos de un STM. EI STM aplica un voltaje de polarizacién

y recoge la corriente de tunel entre el vértice de la punta y la muestra (a). La punta esta
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conformada por una aleacion entre platino e iridio; es la sonda de deteccidn fisica con una punta
muy afilada, la punta ideal es la que tiene un solo 4&tomo en el pice, con la que se pueden
obtener imagenes de resolucion atomica. El equipo tiene dos modos de funcionamiento, corriente

constante (b) y altura constante (c). Imagen tomada de (40).

La STM es usada como caracterizacion de superficies con resolucion atdmica, consiste
en mover controladamente una aguja conductora sobre la superficie de la muestra a una
corriente de tanel constante, con lo cual permite analizar cambios en la topografia y

variacion de altura de barrido (Figura 4) (41,42).

Para realizar esta técnica se utilizé el equipo easyScan E-STM (NanoSurf, Liestal, Suiza).
Las muestras analizadas fueron la superficie de grafito donde se colocaron las muestras,
AuNPs, AuNPs-ALA y AuNPs-MAN. En una superficie de hojas de grafito se coloco una
gota de muestra del tamafio de la superficie total del mismo y se dej6é secar por 24 hrs

para su posterior observacion.

7.8 Microscopia electronica de barrido (SEM)

El microscopio electronico de Barrido (SEM), utiliza un haz de electrones para formar la
imagen a partir de la muestra, la cual en la mayoria de las ocasiones Unicamente se
requiere que sea conductora, tiene una gran profundidad de campo y produce imagenes

de alta resolucion (43).

Se utilizdé el microscopio electrénico de barrido SEM 7800 ubicado en el Instituto de
Fisica, UNAM. EIl analisis se realiz6 a muestras de 1 mL de AuNPs, AuNPs-ALA y
AuUNPs-MAN para ello se centrifugaron a 355488 RCF en una centrifuga “Labnet
international C2500-R Prism R Refrigerated Microcentrifuge with 24 place rotor, 120V”
por 20 min., se retiraron 900 uL de sobrenadante y los 100 yL restantes se enviaron al

instituto para su analisis.

7.9 Microscopia electronica de transmision de alta resolucion
(HRTEM)

La microscopia electronica de transmision es usada para el analisis y visualizacién de
muestras entre los micrometros y los nanémetros por medio de imagenes de alta

resolucién obtenidas a partir del enfoque de electrones de alta energia (44). Esta
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microscopia resulta Gtil en la caracterizacion de materiales nanoestructurados y provee
informacién acerca de la distribucion de atomos en un material con alta resolucion

espacial, ademas de conservar la integridad de los materiales (45).

Se utilizé el microscopio electrénico de transmision JEOL 2010 FEG FASTEM ubicado
en el Instituto de Fisica, UNAM. El andlisis se realiz6 a muestras de 1 mL de AuNPs,
AuNPs-ALA y AuNPs-MAN, para ello se centrifugaron a 355488 RCF en una centrifuga
“Labnet international C2500-R Prism R Refrigerated Microcentrifuge with 24 place rotor,
120V” por 20 min., se retiraron 900 yL de sobrenadante y los 100 pL restantes se

enviaron al instituto para su andlisis.

7.10 Analisis elemental
El andlisis elemental se llevo a cabo por el Instituto de Fisica, UNAM. Para ello, el
personal del instituto utilizé las mismas muestras enviadas para su analisis por HRTEM

y fueron recibidas posteriormente.

7.11Sintesis del compuesto HYNIC-AuNPs-MAN y HYNIC-AuNPs-ALA

La funcionalizacion con HYNIC y el radiomarcado se realizaron con base en (46). Se
tomé 1 mL del compuesto AuNPs-MAN pH 11 y se agregaron 5 pL de
Hidrazinonicotinamida-Glicina-Glicina-Cisteina (HYNICGGC) (Peptides International,
Kentuky, USA) 1mM en etanol <0-003% agua (sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA). Se
dej6é en agitacion constante por 20 min. Al finalizar se realizaron 3 lavados. El mismo
proceso se realizé para el compuesto AUNPs-ALA pH 11, que sustituye al compuesto

AuNPs-MAN pH 11 en la metodologia descrita previamente.

7.12Radiomarcado de los compuestos HYNIC-AuNPs-MAN y HYNIC-
AuUNPs-ALA con ®™Tc¢

Primero se desgasificaron las disoluciones de Cloruro de Estafio (SnCl2) (Sigma-Aldrich,
St. Luis, MO, USA), 10 mM, &cido etilendiamino-N, N"- diacético (EDDA) (Sigma-Aldrich
St. Luis, MO, USA) 20 mM, Tricina (Sigma-Aldrich St. Luis, MO, USA) 30 mM y Solucién
Salina Isoténica (SSI) (Pisa, México) por 15 min. con Nitrégeno gaseoso. Posteriormente
se tomaron 0.5 mL de pertecnetato de sodio 1 milicurio (mCi), 60 yL de SnCl2> 10 mM pH
1y 2 uL de &cido clorhidrico (HCI) (Fermont, Monterrey, México), 12 N; se incubé a 30°C
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por 15 min. con agitacion de 500 rpm (Multi-Therm, heat — shake, Benchmark). Se ajusté
el pH a 7 con NaOH (Reactivos Y Productos Quimicos Finos, S.A. De C.V.) 1M. se
agregaron 40 uL de Tricina 30 mM (en PBS 0.1 M pH 7.4) y se incub6é nuevamente
durante 10 min. a 30°C con agitacion de 500 rpm. Finalmente, se agregaron 40 pL de
EDDA 20 mM (en PBS 0.1 M pH 7.4) y 1 mL de HYNIC-AuNPs-MAN, se incub6 por 20
min. a 100°C con agitacion de 500 rpm. Se realiz6é el mismo proceso para el compuesto
HYNIC-AuNPs-ALA, que sustituye al compuesto HYNIC-AuNPs-MAN en la metodologia

descrita previamente.

7.12.1 Eficiencia de radiomarcado

Las muestras radiomarcadas se caracterizaron analizando la actividad del sobrenadante
y la pastilla de ®™Tc-AuNPs-MAN en un activimetro (34-056 Deluxe lotope Calibrator II,
Nuclear Associates, Division of Victoreen. INC.) ubicado en el Instituto Nacional de
Cancerologia (INCan). La eficiencia de radiomarcado de cada muestra se realizd
centrifugando en un tubo Amico Ultra (0.5 mL Ultracel - 100 K), por 5 min. A 88872 RCF
(Centrifuga MiniSpin Plus. Eppendorf AG, Alemania). Con los datos recolectados del

equipo se efectud la siguiente ecuacion:

e . A Pastilla
% Eficiencia del radiomarcado = APastillat B Sobrenadante X 100

Se aplicd el mismo proceso para el compuesto *°"Tc-AuNPs-ALA, el cual sustituye a

9mTc-AuNPs-MAN en la metodologia descrita previamente.

7.12.2 Pureza del radiomarcado

Para determinar la pureza del radiomarcado se utilizo una cromatografia en capa fina
(ITLC SG. PALL Corporation), la fase mévil fue SSI. Se colocaron 2 yL de *°"Tc-AuNPs-
MAN en la tira de ITLC y se dej6 eluir en la SSI, después se corto por la mitad y se midié
la radioactividad en la seccion inferior (bottom) y superior (el top) en un contador de
centelleo de tipo pozo (modelo 2200 scaler ratemeter, LUDMUM) ubicado en el INCan.

La pureza se determin6é mediante la siguiente formula:

) A bottom
% Pureza del radiomarcado =

= X 100
A bottom + B top
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Se aplicé el mismo proceso para el compuesto **"™Tc-AuNPs-ALA, el cual sustituye a
9¥mTc-AuNPs-MAN en la metodologia descrita previamente.

7.12.3 Estabilidad del radiomarcado

Para determinar la prueba de estabilidad del radiomarcado se utilizé suero humano a
37°C y SSI a temperatura ambiente. Se agregaron 100 pL de **™Tc-AuNPs-MAN en un
tubo con 500 pL de suero humano y en un tubo con 500 yL de SSI. Las pruebas se
realizaron por triplicado. Los tubos con suero se colocaron en un Multi-therm (heat-
sheake, Beamchmarck) a 37°C por 6 hrs a 300 rpm, mientras que las muestras en SSI
se pusieron en agitacién constante a temperatura ambiente. Se tomaron muestras a las
0,0.5,1, 2,4y 6 hrs. La estabilidad radioquimica se determiné mediante cromatografia
de capa fina (ITLC SG. PALL Corporation) tal como se realizé en la determinacion de
pureza; la fase mévil fue SSI. La estabilidad del radiomarcado se determiné en términos
de porcentaje de radiactividad presente en el coloide (El bottom) en distintos tiempos. Se
aplicé el mismo proceso para el compuesto *°™Tc-AuNPs-ALA, el cual sustituye a %°MTc-
AuNPs-MAN en la metodologia descrita previamente.
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VIIIRESULTADOS
8.1 Caracterizacion

8.1.1 Espectrofotometria UV-Vis
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Figura 5. Grafico normalizado de las muestras AuNPs (linea negra), AUNPs-ALA (linea roja), y
AuNPs-MAN (linea azul), analizadas por espectrofotometria UV-Vis de un barrido de 300-700

nm. Para las 3 muestras, el pico de absorbancia se encontré en 524 nm.

En la Figura 5 se muestran los resultados normalizados obtenidos tras analizar 3
muestras correspondientes a AUNPs (linea negra), AUNPs-ALA (linea roja), y AuNPs-
MAN (linea azul) cuyos picos de absorbancia de las 3 muestras se encontraron en 524
nm. Siguiendo los pasos de sintesis de los compuestos, en un inicio las AUNPs muestran
estabilidad por tratarse de un reactivo comercial en buffer de citratos, posterior a su

funcionalizacion con ALA, la cantidad de AuNPs disminuy6 teniendo como precedente
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de esto los lavados, en donde pudo haber pérdida de material en el sobrenadante.
Finalmente, la funcionalizacion con MAN mostr6 una disminucién minima en material con
respecto a la de ALA, sin embargo, no mostro inestabilidad en la muestra. A pesar de no
haber un aumento en la absorbancia en esta metodologia que nos indique una

funcionalizacién, se recurrieron a otras técnicas para corroborar este hecho.

8.1.2 Didmetro hidrodinamico y Potencial Z

En la Tabla 2 se observan los resultados (n=3) de las muestras AUNPs, AUNPs-ALA y
AuNPs-MAN, las cuales tienen un aumento gradual en didmetro respecto a la
funcionalizacion. En la muestra de AuNPs, se inicia con un diametro promedio entre 28.6
nmy 29.5 nm a pesar de medir 20 nm debido a la capa eléctrica dipolar interaccionando
con las AuNPs desnudas, posterior a la funcionalizacion con ALA, la muestra AuNPs-
ALA presenta una elevacion en diametro promedio que va de los 36.6 nm a los 44.8 nm,
indicando el primer indicio a una funcionalizacion exitosa, hecho que vuelve a verse
presente tras la unién covalente entre MAN y ALA, pues el andlisis de la muestra AuNPs-
MAN arroja resultados promedio desde 62.3 nm a 63.1 nm.

Por otro lado, el Potencial Z en la muestra de AuNPs, los valores rondan de -11.97 a -
14.05 mV, los cuales disminuyen de manera gradual tras las funcionalizaciones hasta la
muestra AUNPs-MAN, donde se establecen de -38.79 a -47.06 mV, acercandose a los -
60 mV establecidos en la literatura en una funcionalizacion estable con &cidos
carboxilicos. Ambos andlisis a las muestras establecen la primera pauta para confirmar

una funcionalizacion exitosa.

Tabla 2. Didmetro hidrodindmico y Potencial Z por triplicado de muestras de AUNPs, AuNPs-ALA
y AuNPs-MAN

Diametro Hidrodinamico (nm) Potencial Z (mV)
AuNPs 29.5+0.4 -13.78 £ 4.07
28.9+0.2 -11.97 £ 0.87
28.6+0.3 -14.05 +4.85
AuNPs-ALA 37616 -30.35+27.32
44.8+0.8 -28.07 £ 32
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36.6+1.6 -46.2 £31.81
AuNPs-MAN 63.1+0.4 -47.06 + 4.2
62.4+0.7 -38.79+3.51
62.3+0.2 -46.69 + 2.93

8.1.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
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Figura 6. FTIR de muestra de AuNPs de 20 nm en citrato de sodio.

En la Figura 6 y la Tabla 3 ubicada en los anexos, se observa el FTIR y su andlisis de
la primera muestra correspondiente a AUNPs de 20 nm suspendidas en citrato de sodio
y la estructura quimica de este ultimo. Esta muestra fue el reactivo comercial obtenido
para el proyecto, el cual se corroboré mediante la presencia de bandas correspondientes
a la molécula, pues ésta presenta un grupo OH terciario en carbono 3, correspondiente
a la banda ancha presente en el rango 3400-3200 cm™, la cual es indicativa de un grupo

OH y la banda presente en 1104 cm™ que nos especifica que se trata de un alcohol
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terciario; a su vez se encontraron dos bandas en 2919 cmy 2850 cm?, correspondientes
a estiramientos del grupo CHz; una sola banda para un grupo CO, el cual esta presente
en 1005 cm? y puede indicar que el citrato de sodio se encuentra desprotonado;
finalmente tenemos el grupo carboxilo que en primera instancia presenta una torcion y
estiramiento, corroborados con dos bandas, una en 1315 cmy otra mas débil en 1420
cm?, también este mismo grupo presenta otra torsiéon en 903 cm . Tomando en cuenta

la suma de bandas, se puede inferir la presencia del citrato de sodio.
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Figura 7. FTIR de una muestra de AUNPs-ALA.

El andlisis del FTIR de la muestra AUNPs-ALA se muestra en la Figura 7 y en la Tabla
4 ubicada en los anexos, junto a su estructura quimica y los grupos que se esperan
encontrar. Al igual que la muestra anterior, el primer valor encontrado corresponde al
grupo OH en el rango 3400-3200 cmt, asociado al grupo carboxilo de la molécula, el
cual confirma su presencia por medio de 3 estiramientos diferentes, el primero se
encuentra en 1720 cm, el segundo en 930 cm™y un tercero que se encuentra entre los

dos anteriores pero que se conforma de dos bandas pues es de torcion/estiramiento, la
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primera banda se encuentra en 1265 cm?y la segunda en 1412 cm, dentro de la
literatura se establece que la banda de menor nimero de onda es de mayor tamafio que
la otra, sin embargo, en la Figura 7 se muestran inversas, debido a esta incertidumbre
se tomo la medida de la transmitancia de ambas bandas desde la base hasta la punta
de ésta; para la banda registrada en 1265 cm la transmitancia fue de 0.45, mientras que
para la banda registrada en 1412 cm la transmitancia fue de 0.39, con lo cual se
confirma el registro en la literatura a pesar de aparentar lo contrario; continuando con el
analisis, el enlace del grupo CO en el carboxilo se encuentra en la banda registrada en
el nimero de onda 1007 cm; finalmente, se analizé una cadena de mas de 4 carbonos,
para ello se utilizé un algoritmo de 4 bandas, la primera se encuentra en 2920 cm
correspondiente a un estiramiento asimétrico de un carbono secundario (CH2), seguida
de un estiramiento en 2850 cm del mismo grupo corroborando la presencia de éste,
posteriormente en 1452 cm se presenta otra banda, la cual indica la presencia de una
cadena de carbonos en la molécula y ésta puede presentar Unicamente grupos CHz o
bien finalizar con un grupo CHs, esta banda no especifica la cantidad de carbonos, para
ello se encontré una cuarta banda ubicada en 714 cm%, que de acorde al algoritmo, indica
gue la cadena posee Unicamente grupos CHzy que tiene un nimero de carbonos mayor
a 4, siendo favorable para la identificacion de la molécula funcionalizada junto a las
AuNPs.
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Figura 8. FTIR de una muestra de ALA-MAN.

El ultimo analisis se realiz6 para el glucésido ALA-MAN con una concentraciéon 20 veces
mayor a la utilizada para llevar a cabo la reaccion en 1 mL de muestra de AUNPs-ALA,
pues la muestra AuNPs-MAN tenia una concentracion muy baja como para que la
registrara correctamente el equipo. El andlisis FTIR para el glucésido ALA-MAN se
encuentra en la Figura 8 y la Tabla 5 ubicada en los anexos, dentro de la cual se
encontré una banda en 1044 cm correspondiente al grupo CO el cual forma parte de la
estructura de la manosa utilizada, y una Unica banda en 898 cm- correspondiente a una
torcion de un grupo carboxilo que, si bien ya no esta presente posterior a la reaccion, la
presencia de esta banda podria indicar que la reaccion ALA-MAN no es 100% eficiente,
pues el grupo carboxilo se encuentra en el ALA libre, por lo cual indica la presencia de
moléculas de ALA no funcionalizadas; continuando con el analisis, se utilizé el algoritmo
descrito para el FTIR de AuNPs-ALA para establecer una cadena de 4 carbonos, sin
embargo, se encontraron 3 de 4 bandas para este algoritmo. La primera se encuentra en
2930 cm* y corresponde a un estiramiento asimétrico del grupo CH2, seguida de otra

banda en 2858 cm! correspondiente a un estiramiento del mismo grupo; la 3ra banda la
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encontramos en 1439 cm e indica la presencia de una cadena Unicamente de CHz 0
que termine en CHs, pero no se puede confirmar el nUmero de carbonos ni descartar la
terminacion en CHs debido a la ausencia de una 4ta banda entre los rangos 730-710 cm-
1, se infiere que fue cubierta por ruido ambiental captado por el equipo o por otra banda
mayor ubicada en la MAN utilizada; finalmente las bandas que confirman que ocurre la
reaccion ALA-MAN corresponden a una amida secundaria, la cual para comprobar su
presencia se requieren tres bandas, de las cuales dos bandas se asocian al estiramiento
del grupo NH de la amida secundaria y se ubicaron en 3375 cmy 1568 cm1, mientras
gue la 3er banda corresponde al estiramiento del grupo carbonilo dentro de la amida
secundaria ubicado en 1635 cm™. La presencia de una amida secundaria en la muestra

Uunicamente se da si la reaccidn se llevé a cabo eficientemente o de manera parcial.
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Figura 9. Analisis de muestras en STM. Fila a: Superficie de grafito, fila b: AUNPs, fila c: AUNPs-
ALA, fila d: AuNPs-MAN. Columna 1: imagen obtenida, columna 2: topografia de la muestra,
columna 3: datos con los que fueron tomadas las imagenes. Las flechas verdes sefialan la parte

de interés de la imagen.

En la Figura 9 se observan las imagenes obtenidas por STM de las muestras. En la
imagen la se aprecia la superficie de grafito usada como base para montar las muestras
y puede contener algunos defectos, en este caso se aprecian “escalones de grafito”,
corroborado con laimagen 2a, en donde la topografia presenta un nivel continuo, seguido
por un declive y se repite la secuencia 2 veces. Aunque no es el Unico defecto que puede
haber, fue el que persistio durante las observaciones. La primer muestra analizada fue
de AuNPs pristinas ubicadas en la imagen 1b, éstas presentan una topografia (imagen
2b) semiesférica de ~20 nm, con un aparente superficie lisa, fueron encontradas en
conjunto de 3, donde la central presenta dos conglomerados unidos a ella, no presentan
ningun indicio de funcionalizacion con ninguna particula en su superficie. En la muestra
de AuNPs-ALA ubicada en la imagen 1c se tiene un mejor perfil topogréfico (imagen 2c)
casi esférico con una longitud de ~20 nm, seguido de una particula conglomerada, la
cual puede ser un exceso de ALA que puede deberse a una reaccién incompleta o
ineficiente durante la sintesis de las AUNPs-ALA, y al ser una gran cantidad de particulas,
se observan como una aparente esfera, sin embargo en el perfil topogréafico vemos que
no tiene altura en Z. Finalmente, la imagen 1d corresponde a la muestra de AUNPs-MAN,
donde se presenta un conglomerado de multiples AuNPs, se aprecia una en particular
en la zona superior derecha del conglomerado, sigue conservando su estructura
semiesférica (imagen 2d), el tamafio de ~20 nm, su superficie ya no es lisa y se observa
rugosidad, por lo cual se sugiere que existen moléculas en su superficie y pueden
pertenecer al glucésido ALA-MAN adsorbido a la superficie de las AuNPs, siendo los

grupos azufre del ALA el punto de unién con la AuNP.
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8.1.5 Microscopia electronica de Barrido (SEM)
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Figura 10. AuNPs observadas por SEM e histograma de distribucion de tamafios.

En la Figura 10 se analizoé por SEM una muestra de AuNPs pristinas en citrato de sodio
(reactivo comercial), se observaron en su mayoria AuNPs individuales, sin embargo, en
las zonas donde aun habia presencia del solvente predominaban los conglomerados de
2 0 mas AuNPs; se hizo un histograma de tamafios de las AuNPs de manera individual,
observando una predominancia del 26% los tamafios entre 17-18 nm, seguido por un
23% en las medidas 21-22 nm y 22% entre los tamafios 19-20 nm, al obtener la media

de tamafio, se registré en 20.21 nm.

Figura 11. AuNPs-ALA observadas por SEM.
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En la muestra de AuNPs-ALA observada por SEM (Figura 11), se observé un anillo de
aproximadamente de 10 nm rodeando a las AUNPs de manera uniforme; a diferencia de
la Figura 10 que presenta restos de citrato de sodio, el cual esta distribuido en formas
desiguales, en la Figura 11 las medidas se respetan alrededor de toda la AuNPs, este

anillo se asocia a la funcionalizacion que se realizé con ALA.

Figura 12. AuNPs-MAN observadas por SEM.

En la Figura 12, se analizaron las AuNPs-MAN por medio de SEM, dentro de la imagen se
observan diversas AuNPs funcionalizadas que estan de manera solitaria, esto debido a que el
proceso de funcionalizacion rodea a las AUNPs con moléculas organicas (ALA-MAN), por lo cual
se evita que interactten entre si formando grupos de éstas; sin embargo, al observar la presencia
de algunos conglomerados, se intuye que se formaron previo a este paso y no son indicadores

de inestabilidad en la muestra.
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8.1.6 Microscopia electronica de transmision de alta resolucion
(HRTEM)

Figura 13. AuNPs analizadas por HRTEM.

Las AuNPs en citrato de sodio en la Figura 13 imagen a, se aprecia su morfologia con
mayor resolucién incluso que la obtenida por STM, las AuNPs son semiesféricas y no
hay indicativos de funcionalizacién con moléculas, cabe destacar que se observaron una
gran cantidad de AuNPs solitarias y un nimero de agregados muy bajo. En la imagen b,
se observa una AuNP que mide 19.72 nm, presenta algunas irregularidades en el tono
de su superficie que pueden deberse a la misma microscopia o irregularidades de
fabrica.

Figura 14. AuNPs-ALA analizadas por HRTEM.

Las AuNPs-ALA presentes en la Figura 14 imagen a, siguen conservando una forma

semiesférica, con algunas irregularidades, las cuales provienen de fabrica, sin embargo,
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se hace presente un halo alrededor de las AuNPs, éste halo se le atribuye a la
funcionalizacién con ALA y tiene una distancia ~3.19 nm respecto a la superficie de la
AuNP, este halo ya se habia hecho presente en las muestras funcionalizadas durante
otras microscopias como sucedio en la Figura 11; por otro lado, en la imagen b, se tiene
un acercamiento a una AuNP-ALA de 22.54 nm, en esta su halo es apenas visible del
lado central derecho de la imagen con una longitud de ~3.24 nm respecto a la superficie
de la AuNP.

Figura 15. AuNPs-MAN analizadas por HRTEM.

Finalmente, en la Figura 15 imagen a, se observan las AuNPs-MAN, las cuales
presentan un halo mas evidente alrededor de si mismas que en la Figura 14, la
morfologia permanece sin alteraciones durante el proceso de funcionalizacién, sin
embargo, se encuentran formas tetraédricas y hexagonales ademas de las circulares en
las AuNPs. La medida del halo es de ~6.12 nm; para la imagen b, se observan dos
AuNPs, la presente del lado izquierdo tiene 23.18 nm de didmetro con un halo de ~4.48
nm, mientras que la AuNP de la derecha, tiene 25.55 nm de didmetro con un halo de
~5.13. En comparacién a los halos de la Figura 14, en la Figura 15 aumentaron de
tamafio, pudiendo atribuirlo al alargamiento de longitud en las moléculas unidas a la
AuNP, pues aqui tenemos al ALA, unido por un enlace tipo amida a una MAN-NHo..
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8.1.7 Analisis elemental
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Figura 16. Analisis elemental. A: AUNPs; B: AUNPs-ALA; C: AuNPs-MAN.
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El andlisis elemental presentado en la Figura 16 muestra Unicamente carbono (C), cobre
(Cu) y oro (Au); la presencia de Cu en las tres muestras se debe al soporte utilizado para
el analisis, el Au esta relacionado a las AuNPs, finalmente el C corresponde a las
moléculas organicas existentes. En la imagen A, el citrato de sodio y las trazas de grasa
de vacio presentes en el quipo pudieron hacer que la banda correspondiente al C, se
viera ampliada respecto a la imagen B, en la cual el citrato de sodio fue eliminado de la
muestra y el carbono corresponde al ALA, finalmente en la imagen C, el carbono vuelve
a presentar una banda mas grande debido a la suma de los atomos de carbono entre el
ALA'y la MAN.

8.2 Radiomarcado

Para el radiomarcado (Figura 17), el HYNIC-GGC fue la molécula de anclaje a la AUNP
por medio de un tiol dada su facilidad de funcionalizacion con grupos basados en azufre
gue son facilmente adsorbidos en la superficie de oro (22). En este caso se utilizé
pertecnetato de sodio (Na®*™TcOa) en vez de pertecnetato (**™TcO4) como en la reaccion
original, el cual por medio de una reaccion redox con el cloruro de estafio (Il)
desgasificado con nitrogeno para evitar que compita con el oxigeno y quedar libre;
posteriormente por medio de EDDA vy Tricina se forma una esfera de coordinacion en el
extremo de la molécula de HYNIC unida a la AuNP, en la cual el ®**™Tc funge como el

centro de esta y se obtiene la molécula radiomarcada (46).
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Figura 17. Reacciones durante el radiomarcado. Imagen modificada de (46).

Posterior a la realizacion del radiomarcado, se tomaron las medidas de la eficiencia
(Figura 18) para las muestras de °°™Tc-AuNPs-MAN y °¥™Tc-AuNPs-ALA, las cuales
mostraron un comportamiento casi idéntico, obteniendo 82.68% y 82.22% de eficiencia
respectivamente, destacando por tan solo 0.47% de eficiencia la muestra de °™Tc-
AuNPs-MAN.
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Eficiencia de Radiomarcado

82.80
82.70
82.60
82.50
82.40
82.30
82.20
82.10
82.00
81.90

82.68 %

82.22%

99mTc-AuNPs-MAN 99mTc-AuNPs-ALA

Figura 18. Eficiencia de radiomarcado de los compuestos *"Tc-AuNPs-MAN y *"Tc-AuNPs-
ALA.

Para la toma de la pureza de radiomarcado (Figura 19), de igual forma se utilizaron las
muestras de *MTc-AuNPs-MAN y ®MTc-AuNPs-ALA, encontrando una diferencia un
poco mayor respecto a la eficiencia, pues ahora se obtuvieron las medidas de 94.86% y
90.48% respectivamente; para esta prueba también destaco el compuesto *°"Tc-AuNPs-
MAN por 4.38% respecto a %°"Tc-AuNPs-ALA.

Pureza de Radiomarcado
96.00
94.86 %
95.00
94.00
93.00
92.00

91.00 90.48 %

90.00
89.00
88.00
99mTc-AuNPs-MAN 99mTc-AuNPs-ALA

Figura 19. Pureza de radiomarcado de los compuestos *™Tc-AuNPs-MAN y ®™Tc-AuNPs-ALA.

La toma de estabilidad del radiomarcado (Figura 20) se realizé para los compuestos
9¥MTc-AuNPs-MAN y °"Tc-AuNPs-ALA tanto en SSI a temperatura ambiente como en
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Suero humano a 37 °C, se tomaron medidas por triplicado a las 0, 0.5, 1, 2, 4y 6 horas,
se obtuvo el promedio de la pureza de las medidas junto a su desviacion estandar para
su posterior graficacion. A la hora 0, la muestra ®°®"Tc-AuNPs-MAN en SSI mostré una
estabilidad del 92.39%, la cual disminuyd con el tiempo. A la hora 6, esta estabilidad se
redujo al 76.41%, siendo el menor porcentaje registrado para las 4 muestras a esta hora.
Ademas, este valor presentd un amplio rango de error. Enseguida se ubica la muestra
9mTc-AuNPs-MAN en Suero humano, ésta inicia con el menor porcentaje de estabilidad
a la hora 0 situado en 83.55% y finalmente culmina a las 6 horas en 79.81%, con algunas
fluctuaciones en los tiempos intermedios. Para las muestras °™Tc-AuNPs-ALA, tanto en
SSI como en suero humano, se comporté de una mejor manera y éstas fueron casi
uniformes en estabilidad, al inicio la muestra en SSI presentdé 90.26% de estabilidad,
mientras que la muestra en suero humano tuvo 92.72%, sobrepasando a la muestra
9¥mTc-AuNPs-MAN en SSl y situAndose como la que mejor estabilidad tiene; para la hora
6, la muestra de °*™Tc-AuNPs-ALA en SSI, presenté 94.61%, mientras que la muestra
en suero humano alcanzé los 98.92%. Ambas muestras, tanto en SSI como en suero
humano de *°"Tc-AuNPs-ALA, son las Unicas que presentaron una mayor estabilidad
conforme paso el tiempo, culminando en la hora 6 con un mayor porcentaje que en la
hora 0, ademas de tener los rangos de error mas pequefios para cada punto; la muestra
con rangos de error menores fue la de *°*™Tc-AuNPs-ALA en suero humano que va de

los £03.07 a +0.69 con el paso de las horas.
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Figura 20. Estabilidad de radiomarcado de los compuestos *°™Tc-AuNPs-MAN y *®"Tc-AuNPs-
ALA en SSl y Suero.

IX DISCUSION

Las AuNPs pueden adsorber grupos basados en azufre con bastante facilidad,
permitiendo la unién de moléculas pequefias o biomoléculas (22), por lo cual, la molécula
de ALA, cuya estructura es observable en la Figura 7, se intuye que fue adsorbida a las
AuNPs por medio de los dos atomos azufre que la molécula contiene, dejando la cadena
de carbonos y el grupo carbonilo libres, ademas de no necesitar ningan catalizador para
la reaccion. Por otro lado, para obtener el compuesto AuNPs-MAN, se requirié del
compuesto AuNPs-ALA, EDC y MAN; la reaccion esperada da como resultado un enlace
peptidico de tipo amida, en la cual el EDC facilita la formacion de este enlace (48). La
mayor prueba de la reaccidén entre ALA y MAN se encuentra en la Figura 8 y la Tabla 5,
donde se efectu6 un analisis FTIR para la reacciéon ALA-MAN y se encontraron bandas
para una amida secundaria que so6lo existe si ésta se lleva a cabo. Cabe reiterar que este
analisis no se hizo al compuesto AuNPs-MAN, debido a la baja concentracion en que
éste se encontraba con relacién a la detectable por el equipo, aunque se esperaria el

mismo resultado.

Para poder confirmar la correcta funcionalizacién del compuesto AuNPs-MAN, fueron
necesarias diferentes técnicas que en su conjunto confirmarian el éxito obtenido; la
espectrofotometria UV-Vis (Figura 5) establece que existe un cambio en el compuesto
leido, partiendo de las muestras AuNPs, AuUNPs-ALA y AuNPs-MAN; sin embargo, no se
puede confirmar una funcionalizacion completa, por otro lado, el diametro hidrodinamico
en la Tabla 2 expresa una media de 29 nm para las AuNPs pristinas, y parte de este
didmetro corresponde a los cationes interactuando con la nanoparticula, pues se reiterd
el tamafo por medio de un histograma (Figura 10) y la media se situ6é en 20.21 nm de
didmetro; el siguiente resultado en la Tabla 2 establece un aumento en el diAmetro de
las muestras de ~10 nm entre las AUNPs y AuNPs-ALA, esta medida coincidente con el
anillo de la Figura 11, donde por medio de SEM, se aprecia un anillo de ~10 nm para las
AUNPs-ALA respecto a las pristinas y en la Figura 14, correspondiente a AUNPs-ALA

analizadas por HRTEM, el anillo tiene una distancia de ~3.19 nm, siendo esta técnica

43



mas exacta y con mayor resolucién; con ello, se entiende que el incremento detectado
en la medicion del didmetro hidrodinamico corresponderia a moléculas de ALA unidas a
la superficie de la AuNP; finalmente, el diametro hidrodinamico para la muestra AUNPs-
MAN se ve aumentado en ~20 nm, esto debido a los iones interaccionando con el
complejo molecular formado; al igual que la anterior, la muestra AUNPs-MAN presenta
anillos al momento de analizarla por HRTEM (Figura 15), éste tiene una medida de ~6.12
nm, el cual responde a un incremento de tamafo, proporcional al de la union entre ALA-
MAN. Aunado a ello, el potencial Z también se ve alterado, disminuyendo en cada paso
de la funcionalizacién desde AuNPs pristinas hasta llegar a AUNPs-MAN, tendiendo a
los -60 mV que tienen los &cidos carboxilicos en la literatura (35).

Todo lo anterior indica que hay moléculas que se adsorben a las AuNPs, sin embargo,
para asegurar que sea la molécula que se espera y no otra, se realizaron los estudios de
FTIR ubicados en las Figuras 5-6 y las Tablas 3-4, dentro de los cuales, se encontraron
bandas concordantes a los grupos funcionales existentes en la estructura molecular de
la muestra deseada; en algunos casos se observaron bandas extras, sin embargo, éstas
pueden ser producidas por el ruido ambiental, o ser correspondientes al soporte de la

muestra, que en este caso fue cuarzo.

Con todo ello, se puede confirmar que las reacciones ocurrieron de la forma esperada
hasta el compuesto AuNPs-MAN, por otro lado, se decidié incorporar el estudio STM
(Figura 9), en ese estudio no se logré apreciar un anillo alrededor de las diferentes
muestras de AuNPs, AuNPs-ALA y AuNPs-MAN como pasé en SEM y HRTEM, aunque
se apreciaban superficies mas rugosas en las AuNPs funcionalizadas contrastadas a las
pristinas, esto se interpretd como la presencia de una molécula en su estructura,

ademas, las formas de las AuNPs, tenian una mejor apreciacion.

Finalmente, el ultimo estudio de caracterizacion fue el analisis elemental (Figura 16), el
cual muestra la presencia de carbono (C), cobre (Cu) y oro (Au) en la muestra,
correspondientes a las AUNPs mismas y a moléculas organicas presentes que, debido a
la informacién recabada en los otros analisis, se confirma que es el glucésido ALA-MAN.

Para el radiomarcado se decidié comparar los compuestos *"Tc-AuNPs-MAN y %MTc-

AuNPs-ALA, pues si bien el compuesto radiomarcado con MAN era el de interés, se
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necesita verificar si en verdad la Manosa funciona y dirige el compuesto entero hacia las
células blanco deseadas como los macréfagos M2 con receptor CD206 (28) o no tiene
presencia significante en un modelo bioldgico, por ello se optd por también radiomarcar
el compuesto con ALA y usarlo como referencia en una futura metodologia para quien
continlie este proyecto con experimentos in vivo, por ejemplo, con la biodistribucién del

compuesto.

Para las muestras de eficiencia (Figura 18) y pureza (Figura 19) de radiomarcado, el
compuesto °"Tc-AuNPs-MAN prevalecié sobre el compuesto *°"Tc-AuNPs-ALA, sin
embargo, al medir la estabilidad (Figura 20), esto fue al revés. La estabilidad de
radiomarcado se llevé hasta las 6 horas, pues es lo que se estima tendria que abarcar
un analisis in vivo en caso de realizarse en un futuro, y aunque se esperaba una
estabilidad mayor en el compuesto con MAN, los resultados no fueron bajos, siendo el
punto menor **MTc-AuNPs-MAN en SSI a las 6 horas con 76.41%. De igual forma cabe
resaltar que estos estudios se realizaron en SSI y suero humano pensando en las
condiciones fisiolégicas y biolégicas donde se piensan aplicar en un futuro, donde las
muestras en suero humano resultaron mejores que las realizadas en SSI para cada

compuesto.

Sabiendo todo esto, se debe retomar la informacion previa al proyecto. Se realiz6 un
andlisis previo con el compuesto %MTc-AuNPs-MAN con menos pruebas de
caracterizacion en el sistema linfatico de ratones por medio de SPECT-CT (18),
pensando en un estado N1-N3 y M1 del cancer de acorde al sistema TNM, estos rangos
comprenden cancer de etapa lll y etapa IV (23,24), pues se pasa por el sistema linfatico
con existencia del receptor CD206, donde el SLN drena el tumor y funciona como
diagndstico para pacientes (18).

Otra posible aplicacion del compuesto es para delimitar parte de un tumor, pues los
TAMs, mas especificamente los macréfagos M2, poseen altos niveles de receptores
CD206, por lo cual, el coloide *"Tc-AuNPs-MAN deberia unirse a ellos y mediante
estudios de imagen, mostrar la zona con mayor prevalencia de estas células, lo cual
llevaria a la presencia de células cancerigenas; aunque sus usos pueden extenderse,

pues las células dendriticas y células endoteliales hepaticas también contienen el mismo
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receptor (27,28). El usar los receptores CD206 podria permitir el uso de una menor
cantidad del agente, efectos clinicos 6ptimos, aumento en eficacia y reduccién en la

toxicidad en los estudios (21).

Con todo esto se puede afirmar que el camino para este compuesto sigue siendo largo,
pero promete ayudar a médicos y pacientes que lo requieran en temas de salud, siendo

este un futuro prometedor.

X CONCLUSIONES

Se logré funcionalizar nanoparticulas de oro con acido lipéico (AuNPs-ALA) vy
posteriormente, de manera exitosa se formé una unién covalente entre el ALA y Manosa-
NHz. Esto fue comprobado mediante la caracterizacion de ambos compuestos (AuNPs-
ALA y AuNPs-MAN). De igual manera, la técnica de radiomarcado con °MTc para
AuNPs-ALA y AuNPs-MAN se realiz6 con éxito y se verificd mediante evaluaciones de

eficiencia, pureza y estabilidad radioquimica.

Xl PERSPECTIVAS DE TRABAJO

El siguiente paso dentro de la investigacion del coloide radiomarcado **™Tc-AuNPs-MAN
incluye probarlo en células con altos niveles de receptores de manosa in vitro, evaluar
su capacidad de sefializacion en un sistema in vivo sano y con un ambiente tumoral,
ademas de pruebas clinicas como toxicidad, biodistribucion, biodisponibilidad, posologia,

farmacocinética, entre otros.

XII ANEXOS

A continuacién, se dejan las tablas en las que se describen mejor las estructuras a las

gue las bandas de las figuras en la seccién 7.1.3 se refieren.
Tabla 3. Valores registrados en el FTIR de AuNPs de 20 nm en citrato de sodio.

Valor

Rango en literatura Esquema Referencia

registrado

3400-3200 3400-3200 Estiramiento de OH —OH (18)
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Estiramiento
2919 2935-2915 asimétrico de —CH,— (47)
carbono secundario
Estiramiento de
2850 2865-2845 —CH,— (47)
carbono secundario
1420-1200 (Dos seiiales) o
Primer sefial 1320-1200 | Torcion/Estiramiento ||
1315y 1420 c (47)
Senal mas débil en 1440- del carboxilo N
R OH
1390
OH
Estiramiento de
1104 1200-1100 Cernyy (47)
alcohol terciario me” |t
CH,
Estiramiento del
1005 1260-970 —:CO (39)
grupo CO
Torsion fuera del 0o
903 960-875 plano del dimero del Ll (47)
carboxilo R/ \OH

Tabla 4. Valores registrados en el FTIR de AuNPs-ALA.

Valor
Rango en literatura Esquema Referencia
registrado
3400-3200 3400-3200 Estiramiento de OH —OH (18)
Estiramiento
2920 2935-2915 asimétrico de —CH,— (47)
carbono secundario*
Estiramiento de
2850 2865-2845 —CH,— (47)

carbono secundario*




con n24*

Estiramiento del o
1720 1725-1700 carbonilo en un ﬂ (47)
PN
carboxilo R OH
Comprobacién de
1452 1475-1445 una cadena de CH2 o (47)
—CH;
CH3 *
1420-1200 (Dos
sefiales) O
Torcién/Estiramiento ”
1412y 1265 | Primer seial 1320-1200 c (47)
del carboxilo
Sefial mas débil en R/ Son
1440-1390
Estiramiento del
1007 1260-970 —2CO (39)
grupo CO
Torsion fuera del O
930 960-875 plano del dimero del |C! (47)
carboxilo R/ \OH
3ra comprobacion,
(CHy)n
714 730-710 cadenas de —(CH2)-n (47)
Con n24

*Pertenecen a un mismo analisis, es necesario que se presenten las 4 bandas para establecer

una comprobacion de cadena CH2 mayor a 4 carbonos.

Tabla 5. Valores registrados en el FTIR de ALA-MAN.

Valor

registrado

2930

Rango en literatura

2935-2915

Nombre

Estiramiento
asimétrico de
carbono

secundario*

Esquema

Referencia

(47)
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Estiramiento de
2858 2865-2845 carbono —CH,— (47)
secundario*
Comprobacién de
1439 1475-1445 una cadena de CH2 (47)
—CH;
o CH3*
Estiramiento del
1044 1260-970 —2CO (39)
grupo CO
Torsion fuera del O
898 960-875 plano del dimero !:l (47)
del carboxilo R/ \OH
Estiramiento de NH o}
V4
3375 3500-3100 en amida R—C\ (39)
secundaria HN—R
Estiramiento del
o}
grupo carbonilo en /
1635 1740-1630 R—C (39)
la amida \
HN—R
secundaria
Estiramiento de NH 0
Ve
1568 1630-1510 6 en amida R_C\ (39)
secundaria HN—R

*Pertenecen a un mismo analisis, solo se presentan 3 de 4 bandas confirmando una cadena de

CH2 o CHs pero no dan informacion sobre la cantidad de carbonos que la conforman.
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