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RESUMEN
En los Gltimos afios la aplicacion de las nanoparticulas de oro ha atraido gran atencién en el
area biomédica especialmente en el tratamiento de cancer, debido a que son biocompatibles,
tienen una gran relacion superficie-volumen, se pueden sintetizar en diferentes formas y
tamanos, son faciles de caracterizar y su superficie puede ser modificada con compuestos
con diferentes funciones. Uno de los mayores desafios en el tratamiento del cancer es la falta
de selectividad de los farmacos hacia un tejido o tipo celular especifico, lo que ocasiona baja
biodisponibilidad en el sitio de accién y por ende efectividad terapéutica reducida y efectos
adversos en otros Organos o tejidos; una estrategia prometedora para superar estos
inconvenientes es la incorporacion de nanovehiculos que sean capaces de transportar al
farmaco de forma selectiva hacia su sitio de accion. Por ello, el objetivo de este trabajo fue
desarrollar y caracterizar nanosistemas de nanoparticulas de oro conjugadas con acido lipoico
(ALA) que fueran capaces de conjugarse con farmacos derivados de imidazoquinolina a
partir de dos estrategias, una no covalente que integr6 al resiquimod (R848) y otra covalente
con el Imiguimod (IMDQ), ambos farmacos son conocidos por ser potentes
inmunoestimuladores capaces de transformar macréfagos asociados a tumores (TAM) con
activad protumoral (M2) a uno antitumoral (M1). Asi mismo se afiadié el monosacéarido
manosa (MAN) como molécula direccionadora hacia TAM M2 a los sistemas que integran
R848, ya que fueron los mas estables. Los resultados mostraron que el sistema final AuNP-
MAN-R848 fue estable y presentaba la mayor eficiencia de carga del farmaco (22 .47%)
cuando las nanoparticulas de oro fueron incubadas con ALA durante 48h. Se espera el

sistema pueda ser probado en analisis in vitro e in vivo.
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1.  INTRODUCCION

La nanotecnologia es un nuevo campo de investigacién multidisciplinario en el cual
se miden, sintetizan, modelan, manipulan, utilizan o incorporan materiales y componentes en
la escala nanométrica (1-100 nm), tomando ventaja de las diferencias en el comportamiento
de los materiales a esta escala, comparado a escalas mayores con la finalidad de obtener un
desempefio funcional (Ramsden, 2016). Debido a esto, en los ultimos afios se ha explorado
su aplicacion en el desarrollo de nuevos tratamientos para diferentes enfermedades (Wu &
Li, 2013); especialmente en el area de investigacion del cancer (Kim, 2007).

Una desventaja de los tratamientos convencionales en cancer es la falta de
selectividad en la entrega de los compuestos terapéuticos hacia el tumor, lo que resulta en
una biodisponibilidad y efectividad reducidas y efectos secundarios aumentados
(Vizirianakis, 2011). Estas limitaciones e inconvenientes pueden superarse a partir de la
elaboracion de nanosistemas que puedan transportar al farmaco hacia el lugar de accion, lo
protejan de la degradacidn, aumenten su concentracion en sitios especificos, cuenten con
nuevos sistemas para su liberacion, e incluso que puedan combinar diferentes farmacos y
biomoléculas en un solo agente terapéutico (Surendiran et al., 2009).

Actualmente, el uso de nanoparticulas de oro (AuNPs) como nanovehiculos para la
entrega direccionada de farmacos es de gran interés, pues avances recientes en
nanotecnologia han demostrado que tienen un gran potencial como transportadores debido a
sus tamarfios pequefios, y propiedades fisicoquimicas y biolégicas unicas (Wilczewska et al.,
2012).

Por ello, el presente trabajo se centra en el desarrollo y caracterizacion de

nanosistemas basados en AuNPs conjugadas con acido lipoico (ALA), manosa (MAN) y dos
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tipos de farmacos derivados de imidazoquinolina, utilizando estrategias de acoplamiento
tanto covalentes como no covalentes. Tanto Resiquimod (R848) como Imiquimod (IMDQ),
son farmacos conocidos por su capacidad para modificar la respuesta inmune,
particularmente transformando los macrofagos asociados a tumores (TAM, por sus siglas en
inglés) de un fenotipo protumoral o0 M2 a uno antitumoral o M1. Por otro lado, la manosa
(MAN) actua como una molécula direccionadora hacia TAM M2 ya que éstos se caracterizan
por expresar al alza los receptores de manosa CD206.

Los resultados preliminares indican que los nanosistemas que contienen R848
resultaron en una mayor estabilidad y eficiencia de carga del farmaco, ademas el sistema
AuNP-MAN-R848 es particularmente prometedor, mostrando una alta eficiencia de carga
del farmaco cuando las AuNPs se incuban con ALA por 48 h.

Esta investigacion representa un paso significativo hacia el desarrollo de tratamientos
contra el cancer mas efectivos y seguros, ya que los nanosistemas basados en AuNPs
presentan un potencial considerable para la entrega selectiva de farmacos, lo que podria
transformar el panorama del tratamiento del cancer. El éxito de estos sistemas en estudios in
vitro e in vivo podria abrir nuevos caminos en la terapia oncoldgica, proporcionando una

plataforma para el desarrollo de tratamientos mas precisos y menos toxicos.

1.1. Nanoparticulas orgénicas vs inorganicas en la entrega de farmacos y
biomoléculas

Los diferentes tipos de NPs desarrolladas hasta la fecha pueden ser clasificadas en
nanosistemas puramente organicos o0 inorganicos, sin embargo, las NPs inorganicas en
general requieren un recubrimiento superficial organico para garantizar su estabilidad

coloidal en condiciones fisioldgicas (Wuttke et al., 2017).
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Las NPs orgénicas como liposomas y micelas, han sido bastante exitosas en la entrega
de medicamentos, sin embargo, han presentado diferentes inconvenientes como poca
estabilidad quimica, una velocidad de liberacion de farmacos no adecuada para una
aplicacion especifica y los efectos secundarios de los disolventes organicos que son utilizados
para su preparacion (Paul & Sharma, 2010).

En contraparte, las NPs inorganicas que incluyen aquellas basadas en Oxidos
metalicos (0xido de hierro, dxido de cerio, didxido de titanio, etc.) o metales nobles (oro y
plata); han presentado multiples ventajas como aumento de la estabilidad, alta capacidad de
transporte, facilidad para incorporar sustancias hidrofilicas e hidrofébicas, y ademas sus
disefios pueden permitir la liberacion controlada de farmacos, lo que resulta en una reduccién
de la toxicidad del farmaco, mayor biodisponibilidad, y disminucion en la frecuencia de

dosificacion (Tonga et al., 2014; De Jong, & Borm, 2008; Fadeel, & Garcia-Bennett, 2010).

1.2. Nanoparticulas de Oro

Entre las diferentes NPs metélicas, las nanoparticulas de oro (AuNPs) son las mas
estudiadas y exitosas debido a 4 razones principales (i) su gran relacion superficie-volumen,
ya que al haber un mayor nimero de 4&tomos en la superficie de las AuUNPs, éstas suelen ser
quimicamente mas reactivas, pues tienen una superficie (funcional) relativamente mas
grande, (ii) la posibilidad de mejorar su estabilidad quimica y fisica a partir de la adsorcion
de diferentes monococapas organicas en su superficie que resulta en su biocompatibilidad,
(iii) su resonancia de plasman superficial localizada (LSPR, por sus siglas en inglés) Unica,
que puede ser medida utilizando un espectrofotémetro de absorcion UV-Vis, ya que induce

una fuerte absorcion de luz incidente; cuya intensidad y longitud de onda depende de factores
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que afectan la densidad de carga de los electrones que estan en la superficie de las AuUNPs
tales como: su tamafio, forma, composicion, etc. y por ultimo (iv) su efecto de permeabilidad
y retencion aumentada (EPR, por sus siglas en inglés), que tiene especial importancia para el
desarrollo de tratamientos en cancer, ya que al funcionalizar las AUNPs con farmacos, estos
son capaces de permanecer una mayor cantidad de tiempo en y ademas, debido a que la
vasculatura de los tumores sélidos se caracteriza por presentar brechas en su revestimiento
endotelial, que van de uno a cientos de nanometros, las AUNPs son capaces de extravasarse
preferentemente hacia el microambiente tumoral (TME, por sus siglas en inglés), y
posteriormente quedar ahi retenidas debido a que los vasos linfaticos del tumor son anatémica
y funcionalmente aberrantes (Amendola et al., 2017; Wuttke et al., 2017; Huang & El-

Sayed., 2010; Gao et al., 2021; lyer, et al., 2006).

1.3. AuNPs como vehiculos no téxicos de interés para la administracion de farmacos
En afos recientes se ha demostrado que las AuNPs son capaces de administrar
farmacos en forma topica ya que pueden alcanzar la capa méas profunda de la piel e interactuar
con la membrana celular, asi mismo se ha reportado que son capaces de acumularse en sitios
tumorales, sin embargo, su extravasacion hacia el tumor depende en gran medida de su
morfologia superficial, tamafio y forma (Gupta & Rai, 2017; Sridhar et al., 2018).
Debido a que la utilidad de las AuNPs depende en gran medida de su citotoxicidad,
diversos estudios han demostrado que ésta Gltima se relaciona estrechamente con el tamafio,
forma, carga superficial y los grupos funcionales adheridos a ellas (Peng & Liang, 2019), por

ello, con la finalidad de mejorar su desempefio éstas generalmente son modificadas con



monocapas organicas que se forman a partir de la adsorcién de moléculas ligando sobre su
superficie (Peng et al., 2017).

Las moléculas unidas a la superficie de las AuNPs pueden desempefiar
simultaneamente varias funciones esenciales, como (i) actuar como ligando estabilizador al
impedir o reducir la aglomeracion y mejorar la dispersion de las AuNPs en solucion de tal
forma que sus propiedades Opticas y electronicas no se vean tan afectadas, (ii) proteccion en
soluciones acuosas, al reducir la adsorcion no especifica y protegiendo su biocompatibilidad
lo que es fundamental para su uso como agentes terapéuticos, (iii) posibilitan mas pasos de
funcionalizacidn con biomoléculas y/o farmacos ya que pueden funcionar como moléculas
conectoras y (iv) preservan el tamafio del nacleo principal, lo que permite retener su tamafio

en condiciones in vitro e in vivo (Turcu et al., 2017; Sridhar et al., 2018).

1.4. Caracterizacion fisicoquimica de AUNPs multifuncionales y su importancia

Cuando las nanoparticulas se unen con grupos organicos, es importante conocer si la
funcionalizacién se llevo a cabo correctamente, la morfologia del sistema resultante y su
comportamiento en solucion; para ello existen diferentes técnicas ampliamente utilizadas.

Una vez que las AuNPs han sido funcionalizadas es necesario conocer la cantidad de
grupos funcionales que se encuentran en la superficie de la NP y su disponibilidad para
realizar las funciones que se espera cumplan, para esto se utilizan técnicas como el analisis
termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés) que permite determinar la pureza de las
NPs y la presencia y cantidad de cualquier recubrimiento superficial, ya que en ésta técnica
se puede cuantificar la pérdida de peso de una muestra de AuNPs funcionalizadas cuando

esta se calienta de forma controlada, pues la disminucion del peso se debe a la degradacion



de la cubierta por efecto de la temperatura. Asi mismo, la espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FT-IR, por sus siglas en inglés) es til para identificar la presencia
0 ausencia de grupos funcionales en una determinada muestra y la espectroscopia UV-visible
(UV-Vis, por sus siglas en inglés), para la cuantificaciéon de las moléculas adsorbidas en la
superficie de la AuNPs (Lindfors et al.,2004; Mansfield et al.,2014; Mohrig, J. R. 2010).

La caracterizacion morfolégica de los sistemas resultantes se realiza mas
comunmente por espectroscopia UV-visible, ya que debido al LSPR se puede conocer el
tamafo y forma de la AuNP dependiendo del rango de la longitud de onda donde se encuentre
el pico maximo de absorcion (Zhou et al., 2015); y por microscopia electrénica de
transmision (TEM, por sus siglas en inglés) y/o microscopia electronica de barrido (SEM,
por sus siglas en inglés) que permiten visualizar directamente los nucleos de las
nanoparticulas modificadas, lo que es util para determinar si la capa de revestimiento que se
eligio fue la adecuada y cumple con funciones de proteccidn y preservacion del nucleo, asi
mismo, equipos modernos pueden realizar analisis y mapeo elemental, lo que desde el punto
de vista toxicoldgico es util, ya que se obtiene informacién sobre las propiedades
estructurales de la superficie de las AuNPs (Chen et al., 2005). Otra técnica que también
proporciona informacion de la morfologia es la microscopia de efecto tunel (STM, por sus
siglas en inglés), que a diferencia de TEM y SEM, incluye las capas del ligando, lo que
permite determinar el arreglo estructural superficial de todo el sistema, sin embargo, esta
técnica presenta complicaciones al momento de obtener las imagenes debido a la curvatura
pronunciada en las superficies de las AUNPs (Ong et al., 2013).

Por altimo, el comportamiento en solucién y nuevamente el tamafio se pueden
determinar mediante diferentes técnicas, siendo las mas comunes la dispersion dinamica de

luz (DLS, por sus siglas en inglés) y el uso de TEM y/o SEM , dichas técnicas pueden
~ 6 ~



complementarse, pues por un lado TEM y SEM se basa en la observacion de una pequefia
fraccion de las muestras secas y generalmente se observa el nicleo metélico y las cubiertas
organicas son dificiles de observar, por lo tanto los resultados obtenidos pueden no reflejar
el tamafio de las particulas y sus cubiertas, mientras que DLS si lo hace, pues los analisis se
realizan en solucion acuosa y el comportamiento de las particulas entre ellas también se vera
reflejado en el tamafio analizado, en el DLS se hace uso de la variacion temporal de la luz
que es dispersada por las AuNPs suspendidas en una solucién y proporciona informacién
sobre los diametros hidrodinamicos y su polidispersion; que es conveniente para la
determinacion de la citotoxicidad de las AuNPs pues con ello se puede saber si se encuentran
solas o aglomeradas (Pecora, 2000). De igual forma, otro parametro importante es el
potencial zeta, el cual esta dado por las cargas superficiales de los sistemas, y es un indicador

importante de la estabilidad de las AuNPs en suspension (Rasmussen et al., 2020).

1.5. Nanoparticulas de Oro y su aplicacion en tratamientos inmunoldgicos en
Cancer

1.5.1. Céncer

El cancer es la segunda causa principal de mortalidad en el mundo, para el afio 2020
se estimaron méas de 18 millones de casos nuevos y 9 millones de muertes, mientras que, para
México, entre los meses de enero y agosto del 2020 se registraron 60 421 defunciones
causadas por tumores malignos (Jemal et al., 2011; WHO, 2020; INEGI, 2021).

En términos generales se puede definir al cancer como un conjunto de enfermedades
altamente dindmicas, que varian a nivel tisular e individual, lo que ocasiona que su
diagndstico especifico y eficacia de tratamiento ain sigan representando un desafio (M.D, R.

W. R., 2007). Estas enfermedades se caracterizan por ser el producto de disfunciones en la
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regulacion del ciclo celular, de tal forma que las células afectadas, que normalmente moririan
pueden progresar a lo largo del ciclo celular, acumulando mutaciones que favorecen la
adquisicion de diferentes capacidades que representan ventajas en crecimiento y
supervivencia celular, tales como mantenimiento de la sefializacion proliferativa, evasion de
supresores de crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa, induccién
de angiogeénesis, y activacion de invasion y metastasis (Story, 1998; Hanahan, & Weinberg,
2011).

Investigaciones recientes han demostrado que el microambiente tumoral (TME, por
sus siglas en inglés) puede promover la aparicién y desarrollo de los tumores ya que mejora
la proliferacion de células tumorales y su capacidad de invasion y migracion, pues sus
componentes celulares y estructurales permiten que las células cancerosas se vuelvan
invasivas y se diseminen desde el sitio primario a ubicaciones mas distantes, a través de
complejas cascadas de multiples pasos (Neophytou et al., 2021).

Un signo importante del TME es la inflamacion, ya que las células inmunitarias son
su componente principal, de ellas entre el 30-50% son macréfagos infiltrados, conocidos

como macréfagos asociados a tumores (TAM, por sus siglas en inglés) (Li et al., 2022).

1.5.2. Macrofagos asociados a tumores y su papel en el desarrollo y progresion
del cancer

Los macrofagos son un grupo de células inmunitarias heterogéneas de gran
plasticidad, importantes en la respuesta inmunitaria innata, adaptativa y en el mantenimiento
de la homeostasis del cuerpo (Cendrowicz et al., 2021). Debido a su heterogeneidad,

clasicamente han sido categorizados de forma dicotdmica en dos fenotipos opuestos de



acuerdo con la forma en que han sido activados, por un lado, estan los activados clasicamente
0 M1y por el otro los activados alternativamente o M2 (Cendrowicz et al., 2021).

El interferon-y (IFN-vy), lipopolisacarido (LPS) y agonistas del receptor tipo toll
(TLR) pueden inducir a los macrofagos a diferenciarse en M1; que se caracterizan por tener
una alta expresion de Interleucina-12 (IL-12), baja expresion de 1L-10 y estar involucrados
principalmente en la respuesta inflamatoria e inmunidad tumoral, ya que son capaces de
mediar la citotoxicidad en células tumorales, por ello también son conocidos como
macrofagos antitumorales o “buenos” (Yang & Zhang., 2017; Feng et al., 2022; Pan et al.,
2020).

Bajo la induccion de IL-4, 1L-10 e 1L-13, secretadas por células T auxiliares 2 (Th2),
los macrofagos pueden ser inducidos alternativamente a un fenotipo M2 caracterizados por
tener baja expresion de IL-12, alta expresion de IL-10 y tener actividades antinflamatorias y
promotoras de tumores, ya que desempefian un papel importante en la inmunidad humoral,
cicatrizacion de heridas, remodelacion de tejidos mediada por Th2 y angiogénesis, asi mismo
pueden suprimir respuestas inmunologicas adaptativas, por lo que se consideran macrofagos
promotores de tumores o “malos” (Li et al., 2022; Feng et al., 2022).

Debido a que los precursores de los macréfagos infiltrados en tejidos inflamados son
los monocitos de la médula 6sea que penetran en los tejidos desde los vasos sanguineos y
posteriormente se diferencian dependiendo de las sefiales microambientales del tejido (Yang
et al., 2014), los TAM pueden presentar tanto fenotipos M1 como M2, pues su polarizacion
esta regulada por estimulos externos, como las citocinas liberadas en el TME por las células
tumorales, por ello se cree que los TAM M1 tienen un rol antitumoral en las primeras etapas
de la progresion tumoral, y que gradualmente se transforman a M2 que estimulan el

crecimiento del tumor, por lo que el numero de macréfagos M1 y M2 varia durante las
~ 9 ~



diferentes etapas de la progresion del cancer, por lo tanto se considera que en la mayoria de
tumores, una alta cantidad de M2 infiltrados esta relacionada con un mal pronostico del
paciente y una baja tasa de supervivencia (Chanmee et al., 2014; Mantovani et al., 2006).
Una herramienta util para distinguir el fenotipo M2 del M1 es el receptor de manosa CD206
(MMR, CD206) ya que tiene una alta expresion en los TAM M2 que exhiben una fuerte

actividad angiogénica e inmunosupresora (Feng et al., 2022; Bolli et al., 2021).
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Figura 1. Rol de los TAM M1y M2 en la progresion del cancer (informacion tomada de

Boutilier & Elsawa (2021) y Pan et al. (2020). Creada con BioRender.com).

1.5.3. Repolarizacion de TAM M2 a M1 como inmunoterapia contra el cdncer

La inmunoterapia contra el cancer tiene como objetivo activar las propias defensas
del organismo con la finalidad de controlar o incluso curar dicha enfermedad, hasta la fecha
se reporta que esta estrategia puede conducir a la supervivencia a largo plazo en hasta el 50

% de los pacientes con cancer avanzado (Shao et al., 2015).



Debido a la capacidad Unica de los macréfagos para modificar su fenotipo en
respuesta a estimulos externos, la repolarizacion de TAM M2 a M1 se ha convertido en una
estrategia prometedora (Kumari & Choi, 2022); pues los M1 tienen la capacidad de destruir
células tumorales (Pan et al., 2020). Los agonistas de los receptores tipo Toll (TLR),
utilizados generalmente en tratamientos antivirales y antibacterianos por su promocién de la
respuesta inmune, pueden inducir a los macréfagos a diferenciarse en M1. Entre los 13 TLR
conocidos, TLR7 y TLR8 se expresan principalmente en las membranas de células del
sistema inmunoldgico (SI) innato, entre ellas los macréfagos (Zhou et al., 2022).

Entre los agonistas sintéticos de bajo peso molecular de los TLR, las
imidazoquinolinas como el imiquimod (IMDQ, por sus siglas en inglés) y el resiquimod (R-
848) son ligandos de los TLR 7 y 8 en humanos, que actdan imitando estructuralmente el
ligando natural de estos receptores, que es el ARN monocatenario viral, tras su
reconocimiento estimulan el factor nuclear kappa B (NF-KB, por sus siglas en inglés) que a
su vez desencadena la produccion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias, lo que los
hace potentes estimuladores de macrofagos con fenotipo inflamatorio o M1 (Bolli et al.,
2021; Kauffman et al., 2012).

Tanto IMDQ como R-848 actualmente se encuentran en el mercado como
formulaciones de uso topico, sin embargo, no son adecuados para una administracion
parenteral debido a la inflamacion sistémica grave que causan debido a su rapida difusion
desde el lugar de la inyeccion cuando se administra localmente, es decir, subcutanea o
intramuscularmente, ademas debido a esto, su duracion en el sistema es corta y sélo una
pequefia dosis es capaz de llegar al sitio de tratamiento lo que disminuye su eficacia (Wang
et al., 2020). Este es un problema que se hace presente en diferentes tratamientos

inmunoterapéuticos en cancer, por lo que con la finalidad de reducir los efectos secundarios



y promover la eficacia de los tratamientos ha habido una serie de informes sobre el uso de
nanoparticulas para ayudar a la inmunoterapia contra el cancer a través de la administracion

de moléculas inmunomoduladoras (Shao et al., 2015).

1.5.4. Manosa como molécula direccionadora hacia TAM M2

El direccionamiento hacia los TAM M2 en la inmunoterapia contra el cancer ha
emergido como una estrategia prometedora en la ablacion del cancer, pues las diferencias
fenotipicas de los TAM como la expresion diferencial de varios de sus receptores de
superficie permite que sean células objetivo en terapias focalizadas, por ejemplo, el receptor
de manosa CD206 que se encuentra sobreexpresado en los M2 (Debacker et al., 2021). Por
esta razon en el presente trabajo se funcionalizaron AuNPs con moléculas de MAN que
permitieran su direccionamiento especifico hacia TAM M2 con la finalidad de mejorar la

biodisponibilidad del farmaco en el TME.



2. ANTECEDENTES

De forma general, hay pocos estudios en los que se incorporen imidazoguinolinas a
NPs inorganicas, o en los que los nanosistemas cargados con estos agonistas estén dirigidos
a TAM a pesar de que han sido bastante exitosos.

Rodell et al. (2018) trabajaron con nanoparticulas de ciclodextrina (CDNP) que

combinaron con adamantino, lo que les permitié cargar a ellas el farmaco R848, obteniendo
un sistema estable en solucion acuosa y con administracién dirigida a TAM, sus resultados
demaostraron que las interacciones entre las NPS y el farmaco limitaban la toxicidad sistémica
y al mismo tiempo mantenian la especificidad terapéutica.
Mottas et al. (2019) utilizaron AuNPs de aproximadamente 5 nm recubiertas con una mezcla
de l-octanotiol y &cido 11-mercaptoundecanosulfonico para transportar R848 (AmpNP-
R848) a los ganglios linfaticos encargados de drenar el tumor, concluyeron que las AmpNP-
R848 inducian la activacion inmunoldgica local fomentada por las células T citotdxicas,
mejorando la eficacia antitumoral del farmaco en ratones portadores de tumores en
comparacion con la misma dosis de R848 libre, aumentd considerablemente la supervivencia
de los ratones.

Por otro lado, Kockelmann et al. (2020) demostraron que la unién covalente de IMDQ
a nanogeles poliméricos con base de polinorborneno degradables por pH acido reduce
drasticamente la inflamacion sistémica de IMDQ, pero conserva su actividad inmunogénica
en los tejidos tumorales y ganglios linfaticos de drenaje. Asimismo, Bolli et al. (2021)
conjugaron el anticuerpo anti-MMR con IMDQ), para direccionar el farmaco hacia los TAM;
la inyecciodn intravenosa de estos conjugados resulté en una disminucion significativa en el
crecimiento del tumor, la repolarizacion de TAM hacia un fenotipo proinflamatorio y el

incremento de la respuesta antitumoral de las células T.



En cuanto al uso de manosa como molécula direccionadora hacia TAM M2 Zang et
al. (2019) desarrollaron un sistema para la entrega de microRNA basado en nanoparticulas
de fosfonato de calcio recubiertas de lipidos que contienen manosa conjugada y estan
protegidas estéricamente con un material sensible a pH que les permite responder a pHs bajos
y exponer la manosa para promover la internalizacion celular en TAM y reprogramar sus
funciones revertiendo el microambiente tumoral supresor. Igualmente, Dossou et al. 2023
reportaron nanoparticulas de lipoproteinas de alta densidad (rHDL NPs) decoradas con
DSPE-PEG-manosa (DPM) y cargadas con el agonista de los genes estimuladores de
interferon (DMXAA) que a través de los restos de manosa, mejoraron la produccion de
interferon py CXCL10 en los TAM M2 reeducéndolos a un fenotipo M1en comparacion al

farmaco libre y las NPs no manosiladas.



3. HIPOTESIS

El uso de acido lipoico como molécula ligando permitira la unién covalente de moléculas de
manosa asi como la unién electrostética del farmaco R848 o la unién covalente del farmaco
IMDQ en nanoparticulas de oro, permitiendo la sintesis de nanomateriales hibridos con

aplicaciones en cancer.

Figura 2. Esquema representativo del sistema A) AuNP-ALA y su posterior conjugacion
para formar los sistemas A.1) AuNP-MAN-R848 y A.2) AuNP-IMDQ (creado con

BioRender.com).



4. OBJETIVO GENERAL

Desarrollo y caracterizacion fisicoquimica del sistema AuNP-ALA y de sus derivados
AuNP-R848 AuNP-MAN, AuNP-MAN-R848 y AUNP-IMDQ para su posible aplicacion

en cancer.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Funcionalizacion de AuNPs con acido lipoico.

2 Unidn covalente de manosa a AuNPs modificadas con &cido lipoico.

3 Union no covalente de R848 a moléculas funcionalizadas con moléculas de manosa.

4 Unidn covalente de IMDQ a AuNPs modificadas con &cido lipoico.

5 Caracterizacién fisicoquimica de las nanoparticulas funcionalizadas con manosa y el

farmaco R848 o solo con el farmaco IMDQ.

5.2 Espectroscopia UV-Vis.
5.3 Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier.

5.4 Dispersién dinamica de luz.

5.5 Microscopia de efecto tanel.
5.6 Microscopia electrénica de barrido.

5.7 Microscopia electrénica de transmision.



6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Adsorcion del acido lipoico a las AUNPs (AuNP-ALA).

Para llevar a cabo la adsorcidn del acido lipoico a las nanoparticulas de oro, primero
se coloc6 1 mL de AuNPs de 20 nm (Sigma-Aldrich, suspension estabilizada en
amortiguador de citrato) en un tubo Eppendorf. Para su primer lavado, se centrifugaron por
20 minutos a 11500 revoluciones por minuto (rpm) (Prism R™ Refrigerated
MicroCentrifuge), se retiraron 900 uL. de sobrenadante y se resuspendieron en 900 pL de
agua desionizada a pH 11 (ajustada con NaOH 1M). Posteriormente se le realizaron 2
lavados mas siguiendo el mismo procedimiento, entre cada lavado las AUNPs se sonicaron
por 5 minutos a 50 mV. Al finalizar el tercer lavado se retiraron nuevamente 900 pL de
sobrenadante, se agregaron 900 pL de agua desionizada a pH 11y 100 pL de (S)-(-)-a-Acido
lipoico (Sigma 08561-10 MG) 10 mM (diluido en etanol anhidro), se colocé una mosca
limpia y se dejé en agitacion constante durante 4 tiempos diferentes (2 h, 24 h, 48 h'y 72 h)
a temperatura ambiente. Para detener la adsorcion se centrifugaron por 20 min a 11500 rpm,
se recuper0 el sobrenadante para utilizarlo como blanco mas adelante, posteriormente se
lavaron con agua desionizada a pH 11 dos veces mas; entre cada lavado fueron sonicadas por
5 minutos a 50 mV vy al finalizar se resuspendieron en agua pH 11, pH 7 o pH 9 dependiendo

de para qué iban a ser utilizadas posteriormente. Todo se realizé por triplicado.

6.2. Reaccidn del acido lipoico con manosa (AuNP-ALA-MAN).
Para llevar a cabo la reaccion entre el acido lipoico y la manosa sélo se utilizaron
aproximadamente el 5 % de los grupos carboxilos disponibles del ALA para unirse a la

manosa formando un grupo amida. Para ello se agregaron 2 pL de Clorhidrato de N-(3-



Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida ([EDC] Sigma Aldrich)10 mM (diluido en agua
desionizada a pH 7) y 2.3 yL de Clorhidrato de 2-Aminoetil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
manopiranosido ([Manosa-NH2] Synthose, AM876) 10 mM (diluida en etanol anhidro) a 1
mL de AUNP-ALA (2 h. 24 h, 48 h'y 72 h) suspendidas en agua desionizada a pH 7. Se dejo
en agitacion constante por 5 h, siendo sonicadas por 10 minutos cada 2 horas a 50 mV; al
finalizar ese tiempo se lavaron en tres ocasiones como se describid previamente, se recuperd
el sobrenadante, y se resuspendieron en 900 pL de agua pH 7. Todo se realiz6 por triplicado

para cada tiempo.

6.3. Comprobacion de la formacion del enlace amida entre el acido lipoico con
manosa.

Para comprobar que la reaccion entre los grupos carboxilicos del &cido lipoico y los
grupos amina de la manosa ocurrié y se formo un enlace amida, se agregaron 100 pL de ALA
200 mM (diluido en etanol) a un tubo eppendorf, posteriormente se afiadieron 10 pL de EDC
400 mM (diluido en agua desionizada a pH 7) y 2 pL de Manosa-NH, 230 mM, se dejo en
agitacion constante por 5h. Al finalizar se montaron las muestras por la técnica prueba de
gota en una celda de cuarzo para su posterior analisis por FT-IR.

También se prepararon tres muestras de AuNP-ALA 48h, siguiendo el proceso
previamente descrito, luego se Ilevo a cabo la reaccion entre el cido lipoico y la manosa en
una relacion 1/1 aproximadamente, formando el sistema AUNP-MAN, para ello se agrego a
cada mililitro de AUNP-ALA en agua desionizada pH7 10 pL de EDC 10 mM y 2 pL de
Manosa-NH2 230 mM, se dej6 en agitacion constante por 5 h, siendo sonicadas por 10

minutos cada 2 horas a 50 mV; al finalizar ese tiempo se lavaron 3 veces, al finalizar el Gltimo



lavado se retir6 el sobrenadante y los concentrados se utilizaron para su posterior analisis en

SEM, TEMy STM.

6.4. Carga del fArmaco R848 mediante interacciones electrostaticas a AUNP-ALA y
AuNP-ALA-MAN

Primero a 1 mL de AuNP-ALA (2 h,24h,48hy72h)y AuNP-ALA-MAN (48 hy
72 h) en agua pH 11 se les agreg6 100 pL de4-Amino-2-(etoximetil)-alfa-4-, R-848, R848,
S28463, Alfa-dimetil-1H-imidazo(4,5-c)quinolina-1-etanol (R848) (Sigma Aldrich,
SMLO0196) 10 mM (diluido en etanol anhidro, previamente calentado) respectivamente, se
dejaron en agitacion constante por 24 horas cubiertas con papel aluminio, al finalizar ese
tiempo se lavaron en una ocasion como se describié previamente, se recuperd el
sobrenadante, y al finalizar se resuspendieron en agua pH 7. Todo se realizo6 por triplicado

para cada tiempo.

6.5. Cuantificacion de la cantidad de R848 cargado en AUNP-ALA y AUNP-ALA-
MAN

Para determinar la cantidad de R848 que se unio a los sistemas AuNP-R848 (2 h, 24
h,48 hy 72 h) y AUNP-MAN-R848 (48h y 72h) se utilizé como referencia la absorbancia de
R848 a 327 nm, la cual se midi6 utilizando un lector de microplacas para absorbancia
EPOCH (BioTek Instruments, Alemania).

Se prepard un stock de R848 10 mM en etanol anhidro previamente calentado, a
continuacion, se realiz6 una curva patron del farmaco R848 por triplicado, tal y como se

muestra en la Tabla 1.



Tabla 1. Puntos de la curva patron para cuantificar R848.

Concentracion Volumen Stock de | Volumen de Etanol | Volumen de agua
(mM) R848 10 mM (uL) anhidro (uL) pH 11(uL)
0 0 180 820
0.02 2 178 820
0.04 4 176 820
0.08 8 172 820
0.12 12 168 820
0.2 20 160 820
0.8 80 100 820

1 100 80 820
1.4 140 40 820

Los sobrenadantes que se recuperaron previamente de la sintesis de los sistemas AUNP-ALA
(2, 24, 48 y 72 h) y AuNP-MAN (48h y 72h) se usaron como blanco para leer los
sobrenadantes de los sistemas AuUNP-ALA-R848 y AUNP-MAN-R848, para ello con ayuda
de una micropipeta se depositaron 100 pL de cada uno en una placa de 96 pocitos para

posteriormente leer sus absorbancias a 327 nm.



El célculo para obtener la eficiencia de carga del farmaco se realizé utilizando la siguiente

formula:

Abs sobrenadante
Abs total del farmaco

Eficiencia de carga = (1 ) x 100%

Ecuacion 1 Formula para determinar la eficiencia de carga del farmaco en los nanosistemas
(Tomado y modificado de Guo et al., 2021).

Donde Abs del sobrenadante y Abs total del farmaco son las absorbancias a la
longitud de onda méxima de absorcion del farmaco probado en el sobrenadante y en la

concentracion afiadida respectivamente (Guo et al., 2021).

6.6. Carga del farmaco IMDQ mediante la formacion de un enlace covalente de tipo
amida a AuUNP-ALA

Primero a 1 mL de AuNP-ALA (24 h, 48 h'y 72 h) en agua a pH 9 se les agregaron
10 pL de EDC 10mM y 25 pL de 1-[4-(Aminometil)benzil]-2-butil-1H-imidazo[4,5-
c]quinolin-4-amina (IMDQ) (ChemSpider, 26361941) 5 mg/mL  (diluido en
dimetilsulfoxido, [DMSO]) respectivamente, se dejaron en agitacion constante por 24 horas
cubiertas con papel aluminio, al finalizar ese tiempo se lavaron en tres ocasiones como se
describié previamente, pero se recuper6 el primer sobrenadante, y al finalizar se

resuspendieron en agua a pH 7. Todo se realizo6 por triplicado para cada tiempo.

6.7. Cuantificacion de la cantidad de IMDQ cargado en AUNP-ALA
Para determinar la cantidad de IMDQ que se unio a los sistemas AUNP-IMDQ (24 h,

48 h'y 72 h) se utilizé como referencia la absorbancia de IMDQ a 327 nm, la cual se midio



utilizando un lector de microplacas para absorbencia EPOCH (BioTek Instruments,
Alemania).

Se preparo un stock de IMDQ 5 mg/mL en DMSO, luego se realiz6 una curva patrén
del farmaco IMDQ por triplicado, tal y como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 2. Puntos de la curva patron para cuantificar IMDQ.

Concentracion Volumen Stock de | Volumen de DMSO | Volumen de agua
(ng/mL) IMDQ 5 mg/mL (uL) pH 9 (uL)
0 0 25 975
50 10 15 975
75 15 10 975
100 20 5 975
125 25 0 975

Los sobrenadantes que se recuperaron previamente de la sintesis de los sistemas
AUNP-ALA (24 h, 48 h'y 72 h) se usaron como blanco para leer los sobrenadantes del sistema
AuUNP-IMDQ. Con una micropipeta se depositaron 100 pL de cada uno en una placa de 96
pocitos para posteriormente leer sus absorbencias a 327 nm.

El célculo para obtener la eficiencia de carga del fArmaco se realizo utilizando la formula de

la Ecuacion 1.



6.8. Espectrofotometria UV-Visible (UV-Vis)
Para determinar la estabilidad de los sistemas finales, se analizaron los espectros UV-
Vis por triplicado, utilizando un lector de microplacas para absorbaecia EPOCH, haciendo

un barrido de 300-700 nm. Las AuNPs desnudas fueron utilizadas como grupo control.

6.9. Calculo del nUmero estimado de AUNPs
Se obtuvo la absorbencia a 450 nm de los diferentes grupos a analizar. Posteriormente,

utilizando la siguiente ecuacion se cuantificd la concentracion (mol/L) de las nanoparticulas.

¢ = Ays0/€as0

Ecuacion 2. Ecuacion para cuantificar la concentracion de NPs (mol/L).

Donde Asso es la absorbencia a 450 nm y esso el coeficiente de extincion molar (cm-
1M-1) a A =450 nm para nanoparticulas de oro de 20 nm (Tomado y modificado de Haiss
et al., 2007).

Posteriormente esa concentracion fue utilizada para calcular el nimero estimado de
AuNPs presentes en las muestras; se utilizd el nimero de Avogadro (6.022 x 10%

particulas/mol.

6.10. Espectroscopia FT-IR
Las muestras fueron preparadas 24 horas antes de su analisis. En diferentes
portaobjetos se depositaron 100 pL de concentrados, de cada uno de los sistemas en agua pH

11, mediante la técnica de prueba de gota y se dejaron secar a temperatura ambiente, dentro



de una caja Petri, para evitar su contaminacién. Las muestras se analizaron en un
espectrofotometro FT-IR (PerkinElmer Spectrum 100, No. de serie 78890) en el Instituto de
Ciencias Nucleares de la UNAM. Se realizaron dos mediciones de la misma muestra con una
longitud de onda de 4000-600 cm, 16 barridos y aplicando una presion al momento de

analizar de 60.

6.11. Dispersién dindmica de luz (DLS), didmetro hidrodindmico y potencial Z

El diametro hidrodindmico se determiné usando el equipo Zetasizer Analyzer 90
PLUS/BI-MAS (Brookheaven Instruments Corporation, U.S.A) en el Instituto Nacional de
Cancerologia (INCan). Para verificar el correcto funcionamiento del equipo se utiliz6 un
estandar de referencia de nanoesferas de poliestireno 10 pL (Duke Scientific, U.S.A)
suspendidas en aproximadamente 2 mL de KCI 10 mM, para el analisis de las diferentes
muestras se colocaron 500 pL de cada una en celdas de acrilico y se complet6 el mililitro con
500 pL de KCI 1 mM (ajustado a pH 7 con NaOH 1 M).

El potencial Z se determino, en el mismo equipo que el didmetro hidrodindmico,
empleando un electrodo de paladio. La preparacién de la muestra fue igual a la descrita para

didmetro hidrodinamico.

6.12. Microscopia de efecto tunel (STM)
Se concentraron 1 mL de AuNP, AuNP-ALA (48H) y AuNP-MAN (48H) en agua
pH11 en 100 pL y 24 horas antes del analisis en STM se coloco una gota de 20 UL sobre una
base de grafito pirolitico altamente ordenado (HOPG) y se dejé secar durante 24 h a

temperatura ambiente. Las muestras AuNP, AuNP-ALA (48H) y AuNP-MAN (48) se



observaron en el equipo easyScan E-STM (Nanosurf) en la Unidad de Biomedicina

(UBIMED) de FES Iztacala. Su andlisis se realizo en el programa Gwyddion 2.62.

6.13. Microscopia electronica de barrido (SEM) y de transmision (TEM)

Las muestras AuNP, AuNP-ALA (48h) y AuNP-MAN (48h) se observaron por
microscopia electronica de barrido (SEM) en el equipo Jeol-JSM 5600 y por microscopia
electrénica de transmision en el equipo Jeol-JEM2010 FEG, ambos ubicados en el laboratorio
de microscopia del Instituto de Fisica de la UNAM. Su andlisis se realizé en el programa

ImageJ.
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Figura 3. Diagrama de flujo del procedimiento que se siguio en la sintesis de los diferentes

sistemas de estudio.



7. RESULTADOS

7.1. Espectrofotometria de UV-Vis

Se obtuvieron los espectros de absorcién UV-Vis de las AuNPs desnudas, y de los
sistemas AUNP-ALA (2 h, 24 h, 48 h'y 72 h), AUNP-MAN (24 hy 48 h) AuNP-R848 (2 h,
24 h, 48 hy 72 h), AuUNP- MAN-R848 (48 hy 72 h) y AUNP-IMDQ (24 h, 48 h'y 72 h).

Tanto las AuNPs de 20 nm desnudas como los sistemas AUNP-ALA (2 h, 24 h, 48 h
y 72 h), AUNP-MAN (24 h'y 48 h), AUNP-R848 (2 h, 24 h, 48 h'y 72 h) y AuNP- MAN-
R848 (48 h'y 72 h) presentaron el A max del pico del LSPR entre 520 y 522 nm (Figura 4).
Particularmente en los sistemas AUNP-IMDQ (24 h, 48 h'y 72 h) (Figura 4D) el X max Se
presentd un pequefio corrimiento hacia el rojo pues estuvo entre 525-529 nm.

Asimismo, en todos los sistemas conjugados (Figura 4B, 4C, 4D, 4E y 4F); se
observa una disminucion en la absorbancia, un ensanchamiento en el LSPR, y absorbencia
alrededor de los 600 nm en el sistema AuNP-IMDQ. Con respecto a las amplificaciones de
la zona de 310 a 340 nm se puede observar un pequefio espectro con una absorbencia maxima
a 327 nm en los conjugados AuNP-R848, AUNP-MAN-R848 y AuNP-IMDQ (Figura 4D,

4E y 4F) que esta ausente en los demas sistemas.
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Figura 4. Espectros UV-Vis con su respectiva amplificacion en la zona de 310-340 nm de

A) AuNPs desnudas, B) AuUNP-ALA- (2 h, 24 h, 48 h'y 72 h), C) AUNP-MAN (48 h'y 72 h),

D) AUNP-R848 (2 h, 24 h, 48 h'y 72 h), E) AuUNP-MAN-R848 (48 hy 72 h) y F) AuNP-

IMDQ (24 h, 48 h'y 72h).



En el nimero de AuNPs estimado (Tabla 3) para cada grupo es visible la pérdida de

material a lo largo de las diferentes sintesis.

Tabla 3. Numero estimado de AuNPs desnudas y de los 5 diferentes grupos a evaluar con

distintos tiempos de incubacién con ALA.

2h 24 h 48 h 72 h
AuNP/mL 1.95E+11 1.89E+11 1.97E+11 2.14E+11
AuNP-ALA/mL 1.79E+11 1.83E+11 1.76E+11 1.87E+11
S s [—— 1.76E+11 1.82E+11
AUNP-ALA-R848/mL 1.44E+11 1.54E+11 1.69E+11 1.77E+11
AUNP-MAN-R848/ML | -----mmeee | mmmeeemmoee 1.62E+11 1.55E+11
AuUNP-IMDQ /mL | - 1.76E+1 1.93E+11 1.85E+11




7.2. Estimacion del porcentaje cargado de R848

Tanto el porcentaje de carga (Tabla 4) como la concentracion de R848 que se
adsorben a los diferentes grupos (Figura 5B) cambian de acuerdo con los tiempos de
incubacion de las AuNPs con ALA y el contenido de manosa.

Ya que de los grupos que Unicamente fueron incubados con ALA, el tiempo de
incubacion de 2 h fue el que presend una menor capacidad de carga del farmaco R848,
mientras que los que presentaron una mayor capacidad de carga fueron los de 48 y 72 h,
siendo el de 72 h el mas alto, siendo esta la razén por la que se decidi6 afiadir Gnicamente la
manosa a estos dos Gltimos tiempos de incubacion.

Después de modificar las nanoparticulas con ALA con tiempos de incubacién de 48
y 72 h con manosa (aproximadamente 5 %), se observo que la cantidad de farmaco que se
cargo en los sistemas disminuy6 en comparacién a los grupos con esos mismos tiempos que
Unicamente contenian ALA (vea Tabla 4 y Figura 5B). El tiempo de incubacion con ALA

de 48 h fue el que presentdé mayor capacidad de carga (22.48%).

Tabla 4. Eficiencia de carga del farmaco R848 en los sistemas AUNP-ALA (2 h, 24 h, 48 h

y 72 h) y AUNP-MAN 48 hy 72 h, (n=3).

AUNP-ALA-R848 AuNP-MAN-R848
2h 6.08 % -
24 h 16.46 % -
48 h 23.53 % 22.47 %
72h 24.48 % 18.83 %
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Figura 5. A) Curva patron del farmaco R848 r2 = 0.99979 (n =3); B) Moléculas de R848

cargadas a AUNP-ALA (2 h, 24 h, 48 hy 72 h) y AuNP-MAN (48 hy 72 h) (n=3).



7.3. Estimacidn del porcentaje cargado de IMDQ

El porcentaje de carga (Tabla 5) y la concentracion de IMDQ unida a los diferentes
sistemas de AuNP-ALA (Figura 6B) varié proporcionalmente de acuerdo con los tiempos
de incubacion de las AuNPs con ALA (24 h, 48 h'y 72 h), ya que, a mayor tiempo de

incubacion con ALA, fue mayor la carga de IMDQ.

Tabla 5. Eficiencia de carga del farmaco IMDQ en el sistema AUNP-ALA (24 h,48 hy 72

h), (n=3).
AUNP-IMDQ
24 h 58.85%
48 h 61.91 %
72h 67.77 %
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Figura 6. A) Curva patrén del farmaco IMDQ r?= 0.99472 (n =3) B) Concentraciones de

IMDQ cargadas a AUNP-ALA (24 h, 48 hy 72 h) (n=3).



7.4. Andlisis por FT-IR

Las bandas de los espectros se asignaron de acuerdo con las tablas de Mohrig, J. R.
(2010) y a las tablas de espectros infrarrojos de Sigma Aldrich.

En los espectros de ALA y AuNP-ALA incubadas por 48 h (Figura 7A) se pueden
observar bandas en 1700 y 1720 cm* (C = O), 2920 y 2891 cm* (O-H) 1412 y 1406 cm™ (C-
0) que fueron asignadas a los enlaces de estiramiento de los grupos carboxilo y las bandas
en 2500 y 1500 cm se asignaron a los enlaces de estiramiento y flexion de su cadena de
alcanos (C-H).

En la molécula de manosa y en la reaccion entre el ALA y la MAN (Figura 7B) se
encuentran similitudes en las banda que cae entre 3500-3200 cm asignada al enlace de
estiramiento del grupo hidroxilo (O-H) ya que la molécula de manosa-NH utilizada es rica
en grupos hidroxilo y también podria encontrarse hidratada, asi mismo esta banda entre 3500-
3180 cm™ corresponde al enlace amina de estiramiento (N-H) de la molécula de manosa y
ademas entre 3500-3150 cm™ pertenece al enlace de estiramiento de amida secundaria (N-
H) que es el resultado de la formacion del enlace entre el ALA 'y la MAN; las bandas de 2930
y 2928 cm* corresponden a los enlaces de estiramiento de los alcanos, las bandas de 1425,
1490y 1340cmt de flexion (C-H) y las bandas de 1060 y 1026 cm (C-O) fueron asignadas
a los enlaces de estiramiento de los anillos pirandsicos. La principal diferencia entre ambos
espectros es la banda que cae en 1650 cm™ (C=0) de estiramiento en la reaccion ALA-MAN,
caracteristico de las amidas y como s6lo cae un pico se puede interpretar que es una amida
secundaria. Por otro lado, la banda en 1750 cm™ de estiramiento (C-O) en la manosa

corresponde al grupo anhidrido del etanol en el que se encuentra diluida.
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Figura 7. Espectros infrarrojos por transformada de Fourier (FT-IR) de A) las moléculas de

ALA y AuNP-ALA incubadas por 48 h y B) moléculas de manosa-NH2 (MAN) diluidas en

etanol anhidro y su reaccion con moléculas de acido lipoico (ALA).



Los espectros de ambos farmacos también son bastante similares pues ambos son
imidazoquinolinas (Figura 8A'y 8B). Sus bandas similares son las que caen entre 3500-3180
cm que corresponden al enlace de estiramiento de las aminas que contienen (N-H), las
bandas entre 3100-3000 cm™ (C-H), 1630-1600 cm™ (C=C) ambos de estiramiento y 760-
6085 cm (C-H) de flexion de los compuestos aromaticos, los enlaces de estiramiento de
2946-2862 cm™ (C-H) y de flexion de 1398-1377 cm (C-H) corresponden a los alcanos.
Sus diferencias son claramente observables, pues el R848 tiene bandas en 1000 y 1070 cm'?
(C-0) y 3550-3200 cm™ (OH) que corresponden a los enlaces de estiramiento del grupo
hidroxilo presente en su estructura. Por otro lado el IMDQ tiene bandas que caen en 1300-
1266 cm™® (N-H) y 1030-1015 cm™ (C-N) de estiramiento que pertenecen a una amina
aromatica, mientras que en el espectro de AUNP-IMDQ adicionalmente se puede notar una
banda en 800 cm™ que corresponde a un compuesto aromatico con dos grupos R, y
finalmente también se ve la presencia en 1700 cm? (C=0) del enlace estiramiento
caracteristico de las amidas, que demuestra que IMDQ se unié covalentemente al acido

lipoico formando un enlace tipo amida.
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Figura 8. Espectros infrarrojos por transformada de Fourier (FT-IR) de A) moléculas de

R848 diluidas en etanol anhidrido y AUNP-R848 incubadas con ALA por 48h 'y B) moléculas

de IMDQ diluido en DMSO AuNP-IMDQ incubadas con ALA por 48 h.



7.5. Diametro hidrodinamico y Potencial zeta

El analisis del potencial Z y didmetro hidrodinamico Gnicamente se llevo a cabo en
las AUNP y en los sistemas AUNP-ALA, AuNP-R848 y AuNP-MAN-R848 que fueron los
mas estables.

Por un lado, los analisis de diametro hidrodindmico (Figura 9), muestran que las
AUNPs tienen un diametro de aproximadamente 30 nm y después de la adsorcion del ALA
se observa un incremento en el tamafio de las nanoparticulas de aproximadamente 30 nm
para las incubadas 48 h y de ~ 60 nm para las de 72 h, posterior a la adicion del farmaco o de
la manosa y el farmaco hay un incremento en el tamafio para ambos tiempos, siendo el de 48
hde~50nmy ~ 140 nm para el de 72 h, asi mismo se puede notar que las AUNP-R848 (48
y 72 h) son sutilmente mas grandes que las AUNP-MAN-R848 (48 y 72 h), no obstante las
desviaciones estandar para ambos grupos en el tiempo de incubacion con ALA de 72 h son
muy grandes, lo que indica que los valores estan muy dispersos. Los valores de polidispersion
(Figura 9) en ambos tiempos (48 y 72 h) para los grupos AuNP-ALA, AuNP-ALA-R848 y
AuNP-MAN-R848 fueron mayores a 1.0, por ello se puede pensar que existen poblaciones

de diferentes tamafios y por lo cual las AuNPs podrian estar formando agregados.
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El potencial zeta (Figura 10). muestra que las AuNPs desnudas tienen una carga
superficial de aproximadamente —54 mV y después de la adsorcion del ALA en los tiempos
de incubacion de 48h y 72h se vuelven mas negativos a —77 y —82 mV respectivamente,
posteriormente cuando se afiade Unicamente el farmaco se vuelven menos negativos en
ambos tiempos llegando a —30 y —40 mV, asi mismo cuando se afiade la manosay el farmaco
también se vuelven menos electronegativos que cuando sélo tienen el ALA, sin embargo son
mas negativos que cuando Unicamente tienen el farmaco, pues sus potenciales son de —63

mV para 48hy —70 mV para 72h.

7.6. Microscopia de efecto tunel (STM).

En el anélisis de STM se observd que tanto las AuNPs desnudas, como las AuNP-
ALA y AuNP-MAN (Figura 11) exhiben un empaquetamiento denso, sin embargo, hay
bordes evidentes entre ellas y presentan una forma de elipse caracteristica de las AuNPs
cuando éstas se encuentran sobre superficies planas para ser visualizadas por STM
(Rodriguez-Galvan et al., 2023). El anélisis de la seccion transversal mostr6 que las AuNPs
desnudas (Figura 11B) tienen didmetros entre 18 y 20 nm, en tanto las que contienen ALA
(Figura 11D) y ALA-MAN (Figura 11F) incrementaron su tamaiio, por un lado, las AuNP-
ALA van de los 22 a los 25 nm y por otro las AUNP-MAN miden =25 nm.

Asi mismo los analisis de la seccion transversal mostraron que las AuNPs desnudas,
las AUNP-ALA y AuNP-MAN no tienen una superficie lisa, lo cual estéa relacionado con las

moléculas adsorbidas a su superficie.
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Figura 11. Imagenes topograficas de STM (escala 17 nm). A) AuNPs desnudas depositadas

en HOPG (181x 181 nm?, Vs= 0.5V, | = 1.0 nA, Time/line: 0.3 s). B) Perfil transversal de
las AUNPs desnudas C) AuNP-ALA 48 h depositadas en HOPG (200 x 200 nm?, Vs= 0.05
V, I = 1.0 nA, Time/line: 0.2 s). D) Perfil transversal de las AUNPs-ALA E) AuNP-MAN.
(incubadas por 48 h con écido lipoico) depositadas en HOPG (60.6 x 60.6 nm?, Vs= 0.0501

V, 1 =1.0nA, Time/line: 0.2 s). E) Perfil transversal de las AUNP-MAN.



7.7. Anélisis por SEMy TEM

En las iméagenes de SEM (Figura 12) y TEM (Figura 13) se observaron y midieron
los ndcleos metélicos de alta densidad electrénica de las AuNPs desnudas y de los grupos
AuNP-ALA y AuNP-MAN (ambos incubados con ALA durante 48 h). Los valores oscilan
entre los 14 y 32 nm, sin embargo, no se observaron cambios estructurales visibles en el
nacleo al modificarlas con las distintas moléculas, pero si fue visible la formacion de
agregados.

Al realizar el analisis por TEM de las nanoparticulas individuales de cada grupo
(Figura 14) se pudo observar la presencia de un halo de electrones de baja densidad en las
nanoparticulas conjugadas que se interpret6 como la presencia de las diferentes cubiertas
(ALA o ALA-MAN) ya que no se observaron en las AuNPs desnudas.

El analisis elemental (Figura 14) mostré la presencia de oro (Au) en todos los grupos,
y la aparicion de un pico correspondiente a azufre (S) en AUNP-ALA (Figura 14). Los picos
correspondientes a cobre (Cu) y carbon (C) que también estan presentes en todos los grupos

se deben a la rejilla de cobre que se utiliza para montar las muestras.
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8. DISCUSION

El disefio de nanovehiculos inorganicos direccionados generalmente emplea cubiertas
de moléculas que permiten su estabilidad en términos de polidispersabilidad y su conjugacion
posterior con farmacos o agentes direccionales que favorezcan su acumulacion en tejidos
especificos. Distintas estrategias de conjugacion covalente y no covalente se han empleado
para garantizar los efectos terapéuticos del farmaco y una alta eficiencia de carga (Conniot
et al., 2014; Shao et al., 2015), por esta razon en el presente trabajo se desarrollaron dos
estrategias para cargar de forma covalente y no covalente 2 farmacos inmunomoduladores
derivados de imidazoquinolina en nanoparticulas de oro de 20 nm recubiertas con una
monocapa de acido lipoico, que actué como estabilizador y ligando permitiendo la
conjugacion con los distintos farmacos y la manosa cuyo proposito es ser el direccionador

hacia TAM M2.

8.1. Adsorcion del &cido lipoico en la superficie de las AUNPs

El &cido lipoico es una molécula pequefia que contiene un grupo carboxilo y un grupo
ditiol que lo convierten en un buen candidato para actuar como molécula ligando de las
AUNPs, pues se ha demostrado que existe una alta afinidad entre el oro y el azufre (Han et
al., 2007) lo que sugiere que el ALA puede ser adsorbido en las AuNPs a partir del grupo
ditiol mientras que el grupo carboxilo queda disponible y puede formar una superficie
negativa a pHs adecuados. Por éstas razones el andlisis de los espectros FT-IR de las
nanoparticulas incubadas con ALA exhiben bandas que corresponden a enlaces del grupo
carboxilo (Figura 7A) en tanto que los valores del potencial zeta, que son una medida de la

carga superficial de las nanoparticulas, muestran que las AUNP-ALA suspendidas en agua



pH 11 se volvieron mas negativas en comparacion a las AuNPs desnudas (Figura 10) lo que
confirma que los grupos acidos carboxilicos estan expuestos y cargados negativamente ya
que estan desprotonados debido a que se encuentran en un pH mayor a su pKa que es de 4.7,
por Gltimo, el tamafio del didmetro hidrodinamico también es una forma de comprobar la
adsorcion del ALA pues hubo un incremento en el tamarfio de éstos después de la adsorcion

del ALA (Figura9).

8.2. Carga del farmaco R848 mediante interacciones electrostaticas a los sistemas

AUNP-ALA incubados por diferentes tiempos con ALA

La mayoria de los farmacos son acidos y/o bases débiles, por ello el conocimiento de
su pKa es esencial para comprender la forma ionica que adoptara la molécula a diferentes
rangos de pH (Manallack, D. T. (2007). R848, es una pequefia molécula insoluble en agua
cuyo pKa de acuerdo con drugbank (2023) para su parte mas acida es de 14.91 mientras que
para la basica es de 4.83. Teniendo en cuenta esta informacién se decidié continuar con la
carga del farmaco a pH 11 para asegurar que la mayor parte de los grupos carboxilicos del
ALA permanecieran desprotonados proveyendo una carga negativa, asi mismo la parte basica
del farmaco también estard desprotonada y se encontrard como NHz que debido a la
diferencia de electronegatividad entre el nitrégeno (N) (3.04) y el hidrégeno (H) (2.2) se
forma una carga parcial positiva en los atomos de H y una carga negativa en el N (Carey et
al., 2011), dichas cargas parciales positivas fueron utilizadas para unir de forma no covalente
por medio de atracciones electrostaticas el farmaco con los grupos carboxilicos cargados

negativamente del ALA.



Se trabajaron 4 diferentes tiempos de incubaciéon con ALA, debido a que estudios
previos como el de Estudiante-Marquez et al., (2020) han demostrado que el nimero de
moléculas de ALA adsorbidas a las superficies de las AUNPs se puede controlar a través del
tiempo de incubacion, ya que probaron 4 tiempos de incubacion con ALA (2 h,24 h,48 hy
72 h) y determino que el nimero de moléculas adsorbidas incrementaba en cada tiempo.

Si bien es cierto que el enfoque del proyecto plantea la unién de R848 mediante
interacciones electrostaticas al ALA, también se tomd en cuenta el caracter hidrofobico del
farmaco y se considerd que éste posiblemente podria cargarse entre los espacios de las
cadenas hidrofdbicas del ALA.

La carga del farmaco R848 a los sistemas AuNP-ALA incubados por diferentes
tiempos con ALA, mostré que su adsorcidn incrementaba de acuerdo con el tiempo de
incubacion del ALA, alcanzando la capacidad mas alta en el tiempo de 72 h (Figura 5B y
Tabla 4), lo que sugiere que la adsorcion del farmaco al sistema AuNP-ALA se lleva a cabo
principalmente por interacciones electrostaticas. La caracterizacion del sistema resultante
(AUNP-ALA-R848) por DLS se realiz6 Unicamente en los tiempos de 48 h'y 72 h debido a
que fueron los que presentaron una mayor capacidad de carga, sin embargo, los espectros
UV-vis (Figura 4D), indicaron que todos los sistemas eran estables pues el A max del pico
del LSPR se encontraba entre 520 y 522 nm, por lo que ninguno presenté un corrimiento
hacia el rojo después de la adsorcion de ALA y R848, ya que el A max del pico del LSPR de
las AuNPs desnudas también se encuentra entre 520 y 522 nm, asi mismo el proveedor
(Sigma Aldrich) indica que las AuNPs de 20 nm presentan su A max entre 520y 522 nm. Por
otro lado, la disminucion en la absorbancia del pico del LRSP en los sistemas AuNP-ALA 'y

AUNP-R848 es notoria (Figura 4B y 4C) siendo més evidente en este tltimo, lo que puede



deberse a la pérdida de material después de los lavados que también se puede ver en la
cuantificacién del nimero de AuNPs (Tabla 3).

Los espectros de FT-IR (Figura 8A) mostraron la presencia del farmaco en el sistema
AUNP-ALA-R848 ya que aparecieron bandas relacionadas a los enlaces de los compuestos
heteropoliciclicos aromaticos que lo componen. Los valores de potencial zeta (Figura 10)
mostraron una disminucion de la electronegatividad de los sistemas AuNP-ALA después de
absorber el farmaco, esto puede deberse a la gran presencia de los grupos amino del farmaco,
sin embargo, sigue siendo negativa lo que es importante ya que se ha demostrado que si la
carga superficial de las AUNPs es positiva su citotoxicidad incrementa (Peng & Liang, 2019).

El tamafio hidrodinamico (Figura 9) mostré un incremento mayor al esperado en
ambos tiempos de incubacion, lo que puede estar relacionado con la carga del farmaco en el
sistema o la formacion de agregados; no obstante las desviaciones estandar del tiempo de 72
h fueron grandes, por lo que los tamafios se encuentran muy dispersos tal y como se ve
reflejado en los valores de polidispersion (Figura 8) que describen la distribucion de
tamanos de las nanoparticulas, estos valores pueden variar de 0 a 1, donde las particulas con
valores de polidispersion inferiores a 0.1 implican particulas monodispersas y los valores
superiores a 0.1 pueden significar la distribucion de tamafios de particulas polidispersas
(Raval et al., 2019), los valores obtenidos para los sistemas AuNP-ALA-R848 son mayores
a 0.1 para ambos tiempos de incubacion, pero los de 72 h son de 0.3, y su desviacion estandar
también es grande. Cabe recalcar que los valores de polidispersién tanto de las AUNP-ALA
y de las AuNPs desnudas son mayores a 0.1 y éstas Ultimas tienen desviaciones estandar muy
grandes por lo que se puede pensar que las AuNPs de 20 nm comerciales utilizadas para

realizar el presente estudio no eran tan homogeéneas en tamafio o estaban agregadas.



8.3. Carga del farmaco IMDQ mediante un enlace covalente a los sistemas AuUNP-

ALA incubados por diferentes tiempos con ALA

El disefio tipico de la conjugacion por enlaces covalentes entre un farmaco y un
nanovehiculo inorganico presenta ventajas como un incremento en la cantidad de farmaco
que llega al sitio de accion y una disminucién en la frecuencia de dosificacion, sin embargo,
las modificaciones en los farmacos a menudo resultan en una eficacia terapéutica reducida y
costos elevados (Shao et al., 2015), por ello es necesario buscar estrategias de conjugacion
que permitan cargar de forma covalente los farmacos sin afectar su eficacia terapéutica.

IMDQ es una pequefia molécula agonista de los receptores TLR7 y TLR8 derivada
de imidazoquinolina que ha sido ampliamente estudiada como un potente activador de la
respuesta inmune, sin embargo debido a su pequefio tamafio se disemina rapidamente
provocando toxicidad sistémica que ha impedido su uso clinico (Bolli et al., 2021) por lo que
con la finalidad de mejorar su farmacocinética, diversos autores como Li et al., (2021) han
demostrado que la conjugacion covalente del IMDQ a transportadores macromoleculares o
coloidales a partir de una estrategia simple y eficiente que consta de la conjugacion de su
bencilamina a un acido carboxilico para formar un enlace tipo amida resulta en la
disminucién de su diseminacion sistemica y no reduce su efectividad terapéutica. Por esta
razon en el presente trabajo se desarroll6 una estrategia que permitiera la union de las
bencilaminas del IMDQ a los &cidos carboxilicos del ALA que estdn expuestos en la
superficie de la AuNP, para ello se utilizé el EDC que es una carbodiimina que se encuentra
como una sal y es utilizada frecuentemente para formar enlaces amida en soluciones acuosas.

La carga del farmaco se probd en los sistemas AuNP-ALA con los 3 tiempos de

incubacion con ALA (24 h, 48 h'y 72 h) que tienen una mayor adsorcion de moléculas en su



superficie, pues en esta ocasion es necesario tener el mayor nimero de carboxilos disponibles
para llevar a cabo la reaccion. Los espectros UV-vis (Figura 4F) muestran que el A max del
LRSP se corrio ligeramente hacia el rojo, y su banda presentd una amortiguacion, al igual
que en el resto de sistemas, sin embargo en esta ocasion puede no sélo deberse a la pérdida
de material, sino también a la aglomeracion de las AuNPs, pues es visible la formacion de
una segunda zona de absorcion alrededor de los 600 nm en comparacion con el resto de
sistemas, que podria deberse a un exceso de sales al momento de la sintesis, pues esta
comprobado gue un exceso de sales puede desestabilizar las AuNPs fomentando la formacion
de agregados (Carl et al., 2017). A pesar de que el sistema AuNP-IMDQ no es estable,
presentod una eficiencia de carga mayor al 50 % en todos sus tiempos.

La carga del IMDQ a AuNP-ALA también se puede comprobar con los espectros de
FT-IR (Figura 8B) en los que se puede observar la aparicion en 1700 cm™ del enlace de
estiramiento C=0 caracteristico de las amidas que esta ausente en la molécula del farmaco

solo.

8.4. Incorporacion de la manosa como molécula direccionadora especifica al sistema

AuNP-R848

R848 es un farmaco inmunomodulador ligando de los receptores TLR7 y TLR8
presentes en diferentes tipos de células inmunitarias incluidos los macrofagos (Bolli, et al.,
2021); debido a esto se considera que por si misma puede actuar como molécula
direccionadora a ceélulas del sistema inmunitario, sin embargo, con el propdsito de
direccionar el sistema AuNP-ALA-R848 de forma mas especifica hacia los macréfagos TAM

M2 para repolarizarlos de manera efectiva y reducir la respuesta inmunitaria sistémica e



inespecifica que causa su citotoxicidad, se incorporé manosa-NHz, ya que el receptor de
manosa (CD206) media el reconocimiento de sustratos manosilados y su posterior
endocitosis a través de vesiculas recubiertas de clatrina, si bien, la mayoria de los macréfagos
expresan niveles bajos de CD206, este se encuentra regulado al alza en TAM M2 (Vasievich
& Huang, 2011; East & Isacke, 2002), ademas, actualmente se ha explorado muy poco el
potencial para dirigirse a M2 a través de la manosa, a pesar de que es accesible a costos
significativamente mas bajos que otros objetivos para direccionamiento como anticuerpos y
péptidos (Yu et al., 2013).

Aunado a lo anterior, estudios han reportado que el receptor de manosa al unirse a su
ligando promueve directamente la activacion proinflamatoria de los macréfagos (Ye et al.,
2019; van der Zande et al., 2021), por ello se puede sugerir que la manosa unida en los
sistemas AuNP-MAN-R848 es multifuncional pues aparte de funcionar como molécula
direccionadora especifica del sistema, puede actuar como molécula sinérgica del farmaco
R848.

Para su incorporacion, se partio de las AUNP-ALA incubados por 48 y 72 h, debido
a que fueron los tiempos que mayor capacidad de carga de R848 presentaron. Se realiz6 la
funcionalizacién de MAN, utilizando Unicamente el 5% de los grupos carboxilos del ALA
debido a que en la literatura se ha reportado que la internalizacién de diferentes tipos de
nanoparticulas que contienen manosa es mayor cuando ésta sélo cubre un 5 0 10 % de la
superficie total de la NP, sin embargo, el porqué de esto aln es incierto (Markov et al., 2015).

La reaccion quimica llevada a cabo unid covalentemente el extremo amina de la
manosa y los grupos carboxilo del ALA, a través de la formacion de un enlace amida, dando
lugar al sistema AUNP-MAN, al que posteriormente se le cargo el farmaco R848, para formar

AUNP-MAN-R848, cuyos espectros UV-vis (Figura 4C y 4E) no mostraron un corrimiento



hacia el rojo, entonces se deduce que son estables, no obstante, la pérdida de material también
es evidente (Tabla 3).

Para obtener los espectros FT-IR y comprobar que la reaccion ALA-MAN ocurre y
se forma un enlace amida, se sintetiz6 Unicamente le reaccion sin nanoparticulas y fue la que
se analizo, esto debido a que la cantidad de manosa unida al sistema original es muy poca y
por lo tanto no se podia detectar en el equipo, debido a que los picos quedaban enmascarados
por otros enlaces.

El diametro hidrodinamico (Figura 9) mostré que hubo una ligera disminucién en el
tamafio para ambos tiempos, sin embargo, nuevamente las desviaciones estandar para el
tiempo de incubacion de 72 h son muy grandes por lo que son poco confiables, asi mismo la
polidispersion para ambos tiempos es grande, por lo que nuevamente se puede pensar que las
nanoparticulas estan formando agregados. En cuanto al potencial zeta (Figura 10), se
observa que las nanoparticulas se volvieron mas negativas nuevamente con respecto al
sistema AuNP-ALA-R848.

La diferencia en la eficiencia de carga del farmaco en los sistemas AUNP-MAN-R848
(48 h'y 72 h) fue menor en contraste con AuNP-R848, una explicacion para esto podria ser
que la parte del ALA que queda descubierta es menos polar que la molécula de manosa que
contiene varios grupos hidroxilo, por lo que el farmaco que no es polar puede interactuar mas
facilmente con ella que cuando hay manosa en el sistema,

En general, en literatura se ha reportado que la carga de farmacos a diferentes
nanovehiculos a través de la adsorcién fisica y electrostatica a menudo resulta en bajas
eficiencias de carga del farmaco (10%), es por ello que generalmente se busca unir al farmaco
a través de cristalizacion y enlaces covalentes, sin embargo, este tipo de modificaciones

puede afectar la efectividad terapéutica de la molécula (Shen et al., 2010; Shao et al., 2015),



aunque en el presente estudio demostramos que los sistemas AuNP-R848 Y AuNP-MAN-
R848 tuvieron una eficiencia de carga maxima del 24.48 % y 22.77% respectivamente, que
se encuentra en el intervalo esperado para esta forma de cargar farmacos, ademas debe

tenerse en cuenta la pérdida de AuNPs después de cada paso de funcionalizacion (Tabla 3).

8.5. Analisis por microscopia de efecto tinel y microscopia electronica de
transmision

El tamafio del nucleo de la nanoparticula es un parametro basico para determinar la
toxicidad, pues estudios han demostrado que tamafios entre 2.0 a 5.0 nm son
significativamente més citotoxicos debido a su capacidad de entrar al nlcleo, en contraste
con NPs de 10, 20 y 50 nm (Xia et al., 2019), del mismo modo, los diferentes estados de
agregacion afectan las diferentes funciones fisioldgicas de la membrana celular y organelos
pues mientras mayor sea su agregacion mayor sera su citotoxicidad (Montasser et al., 2017;
Peng & Liang, 2019).

El analisis por STM (Figura 11) reveld que las nanoparticulas incluyendo la cubierta
miden entre 22 y 25 nm aproximadamente, mientras que las desnudas estan entre 18 y 20 nm,
lo que confirma que efectivamente las moléculas de ALA se adsorben a las nanoparticulas,
y que posteriormente estas se unen a las de manosa, asi mismo en los anélisis transversales
se ve que las superficies de las nanoparticulas no son lisas, en las AuNPs desnudas la
presencia de moléculas puede deberse a residuos del amortiguador de citratos en el que se
encuentran suspendidas inicialmente, que a pesar de los multiples lavados aln persisten,
mientras que en las AUNP-ALA las moléculas presentes serian de acido lipoico, pues estas

cubririan la superficie de las AuNPs ya que su afinidad por las AuNPs es mayor que la del



citrato, por otro lado las AUNP-MAN también muestran la presencia de moléculas pero estas
se encuentran mas compactas lo que puede ser resultado de que hay un mayor nimero de
moléculas en la superficie.

Por otra parte, los analisis de SEM (Figura 12) y TEM (Figura 13), en donde se
observan los ndcleos de alta densidad electrdnica se puede observar que los tamafios rondan
entre los 14 y 32 nm, confirmando que tenemos poblaciones de diferentes tamafios desde
fabrica, pues de acuerdo con Sigma Aldrich, que es el fabricante, las poblaciones deberian
medir entre 18 y 22 nm, no obstante, es importante reconocer la formacion de agregados en
los diferentes grupos evaluados.

En cuanto a los analisis individuales por TEM (Figura 11) de las AuNPs desnudas,
AUNP-ALA y AuNP-MAN, podemos observar la presencia de un halo rodeando los nucleos
de las AuNPs conjugadas que estad ausente en las NPs desnudas. Al realizar el analisis
elemental, encontramos la presencia de oro en todos los grupos, que confirma la naturaleza
metalica de las AuNPs, también el carbon (C) y cobre (Cu) fueron elementos constantes en
todos los analisis debido al soporte que se utiliza para montar las muestras. La aparicion del
azufre (S) en el sistema AuNP-ALA, lo interpretamos como la adsorcién de esta molécula a
la superficie de las AUNPs pues corresponde a los grupos tiol (-SH). Mientras tanto el analisis
del sistema AuNP-MAN s6lo mostrd la presencia carbéon (C), cobre (Cu) y oro (Au), a pesar
de que es visible que las nanoparticulas presentan una cubierta, por lo que es posible que
elementos como el oxigeno (O) y nitrégeno (N) que debieron aparecer fueran enmascarados
por los picos de los otros elementos o las cantidades presentes en las muestras estuvieron por

debajo del limite de deteccion del equipo.



CONCLUSIONES

El acido lipoico adsorbido en la superficie de las AuNPs preservo sus nucleos y
permitio su funcionalizacion.

El farmaco R848 puede ser cargado en las AuNPs funcionalizadas con ALA por
medio de interacciones electrostaticas no covalentes.

Los sistemas AuNP-ALA-R848 y AuNP-MAN-R848 resultaron ser estables en
solucion acuosa.

El farmaco IMDQ pudo ser unido de forma covalente a las AuNPs funcionalizadas

con ALA por medio de la formacion de un enlace amida.

PERSPECTIVAS

Probar diferentes técnicas para lavar las nanoparticulas.

Mejorar el método por el cual se conjuga quimicamente el IMDQ a las AUNP-ALA
para evitar su aglomeracion e incrementar su eficiencia de carga.

Realizar estudios para conocer cuél es el nimero real de moléculas de manosa que se
conjugan a las AuNPs.

Realizar estudios para conocer como se libera el farmaco de los diferentes sistemas
en condiciones fisiologicas.

Realizar estudios in vitro con lineas celulares de macrofagos TAM M2 probando la

efectividad de los AUNP-ALA-R848 y AUNP-MAN-R848 incubadas por 48 h.
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Abstract: The functionalization of AuNPs with different biological elements was achieved to in-
vestigate their possibility in biomedical applications such as drug delivery, vaccine development,
sensing, and imaging. Biofunctionalized AuNPs are pursued for applications such as drug delivery,
vaccine development, sensing, and imaging. In this study, AuNPs with diameters of 20 nm were
functionalized with lipoic acid, mannose, or the cRGD peptide. By using UV-vis spectroscopy, Fourier
transform infrared spectroscopy, dynamic light scattering, transmission electron microscopy, and
scanning tunneling microscopy techniques, we showed that AuNPs can be functionalized by these
biomolecules in a reliable way to obtain conjugates to explore potential biomedical applications. In
particular, we demonstrate that the STM technique can be employed to analyze biofunctionalized
AuNPs, and the obtained information can be valuable in the design of biomedical applications.

Keywords: biofunctionalization; gold nanoparticles; lipoic acid; mannose; RGD cyclic peptide;

scanning tunneling microscopy

1. Introduction

Gold nanoparticles (AuNPs) are widely studied due to their interesting optical, ther-
mal, and chemical properties that can be implemented for advanced biomedical applica-
tions [1]. In particular, they are promising platforms for molecular imaging, biomarker
sensors, drug delivery, diagnostic, therapy (photon-induced), and theragnostics, among
others. Several reports have shown the binding of peptides [2], proteins [3], nucleic acids [4],
or carbohydrates [5] to AuNPs via ligand exchange, taking advantage of the strong thiol—-
gold interaction. The binding of biomolecules to AuNPs can improve their stability in
physiological media and biodistribution and allows the design of conjugates with active
targeting capability, which emerge due to the high specificity of biomolecules by specific
biomarkers. These ligands help nanoparticles to target specific cells or tissues, improving
the accumulation and biodistribution of loads (active drugs or contrast agents) compared
with free loads [2,6].

Recently, the attachment of biomolecules on AuNP surfaces has been extensively
studied, and several successful protocols have been reported [7]. In contrast, there is an
open challenge over the orientation and assembly of the attached biomolecules. This is
an important issue since the orientation, form (structure), and assembly of ligands on
AuNPs can impact the biological activity and binding affinity of biomolecules; for example,
the antigen-recognition Fv regions of immunoglobulin G should be correctly oriented on
surfaces for effective antigen recognition [8]. Also, it is well known that the assembly
of carbohydrates on cell surfaces can affect their interaction with proteins; e.g., when
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carbohydrates are assembled into small clusters, their binding to proteins called lectins
is more efficient than when they are isolated [9], because the number of simultaneous
interactions formed between clusters of carbohydrates and recognition proteins are multiple
and enhance the binding affinity compared with individual carbohydrates [9]. Liese and
Netz [10] reported that the interaction of synthetic systems is most efficient when the size of
the clusters of recognition of biomolecules is similar compared to the size of their receptor,
and, also, that an excess of ligands does not improve the selectivity, i.e., there is not a linear
correlation between the interaction and the number of ligands [11].

The direct visualization of the orientation and assembly of biological ligands on the
surfaces of AuNPs can help to understand and tailor their biological behavior. Several
techniques have been employed for the characterization of thiolated bounded ligands
on AuNPs, such as inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS), that has
been used for the quantification of ligands [12], and X-ray photoelectron spectroscopy
(XPS), which has been used for density packing analysis [13], and the adsorption of thiol
molecules has been extensively studied using UV-visible spectroscopy (UV—vis) and in
silico studies [14]. In particular, to elucidate the assembly of thiolated molecules, electron
spin resonance (EPR), small-angle neutron scattering (SANS), mass spectrometry (MS),
and nuclear magnetic resonance (NMR) have been employed [15]. However, for the direct
visualization of biomolecules on AuNPs, scanning tunneling microscopy (STM) repre-
sents a viable alternative; for example, it has been widely employed for the analysis of
biomolecules on metallic surfaces and the surfaces of nanomaterials. In particular, STM has
been employed in the analysis of thiolate molecules on AuNPs and Ag nanoclusters, show-
ing that these molecules can form patterns on AuNPs [15,16]. Also, many biomolecules
such as lipids, carbohydrates, proteins, and nucleic acids have been imaged near molecular
resolution on flat surfaces of Cu, Au, and highly ordered pyrolytic graphite (HOPG) [17]. In
previous works, we employed STM to obtain information of individual organic molecules
and proteins deposited on HOPG and the surfaces of carbon nanomaterials [18-20]. Also,
conventional techniques employed in the analysis of biomolecules, such as circular dichro-
ism (CD) or X-ray crystallography, present several limitations for the rutinary analysis
of biofunctionalized nanoparticles, for example, the necessity of high concentrations of
conjugates or the compulsory requirement of diffracting crystals [17].

By considering the importance of the orientation and assembly of biomolecules on
surfaces of AuNPs, in this work, we analyzed the surfaces of functionalized AuNPs with
lipoic acid (ALA@AuNPs), mannose (MAN@AuNPs), and the Arg-Gly-Asp cyclic peptide
(cRGD@AuNPs). These biomolecules were selected since they might exhibit potential
biomedical applications: ALA is an antioxidant biomolecule that has been used as a linker
molecule for the attachment of drugs and proteins to AuNPs [21,22]; MAN is a carbohydrate
that has been employed in the design of contrast agents for molecular imaging in cancer [5];
and cRGD has been widely employed for the active targeting of cancer cells [23]. The
resulting information from this study will be of benefit in the development of biomodified
nanomaterials and their potential applications.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

AuNPs of 20 nm diameter in citrate buffer (SC@AuNPs), lipoic acid (ALA), hydrochloric
acid (HCl), sodium hydroxide (NaOH), and N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide
hydrochloride (EDC) were obtained from Sigma-Aldrich (Mexico City, Mexico). The cRGD
peptide (Cyclo(Arg-Ala-Asp-D-Phe-Lys-cCys) was acquired from Peptides international
(Louisville, KY, USA). 2-aminoethyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o-d-mannopyranoside hydrochlo-
ride (MAN) was obtained from Synthose Inc., (Concord, ON, Canada). Deionized water
(18.2 MQ) cm) was used in all experiments.
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2.2. ALA@AuNPs

Three milliliters (1 nM) of SC@AuNPs was washed three times at 11,500 rpm (30 min)
and resuspended in deionized water (pH 11). Then, 2.5 mL (1 nM) of washed nanoparticles
was incubated with 250 uL of ALA (10 mM) at constant stirring (3000 rpm, 48 h at room
temperature). The excess of ALA was removed by centrifugation (11,500 rpm, 30 min) and
then resuspended in deionized water at pH 7 and adjusted to 1 nM of AuNPs.

2.3. MAN@AuNPs

For the preparation of the MAN@AuUNPs conjugates, 1 mL (1 nM) of ALA@AuNDPs,
2 puL of MAN (100 mg/mL, in ethanol), and 10 uL of EDC (40 mM, pH 6.5) were mixed
and incubated at constant stirring (3000 rpm, 48 h). Then, the conjugate was washed three
times in deionized water at pH 11 and left in basic hydrolysis for 24 h.

2.4. cRGD@AuNPs

For the preparation of the cRGD@AuNPs conjugate, 1 mL of SC@AuNPs (1 nM, pH 7)
was mixed with 2 pL of cRGD (100 mg/mL) and incubated at constant stirring (3000 rpm,
24 h). Then, cRGD@AuNPs were washed three times in deionized water and left in water
atpH?7.

2.5. Characterization

UV-Vis spectra (300-700 nm) were recorded in a Beckman Coulter DU-530 (Life science)
with quartz cuvettes (1 cm). The hydrodynamic diameter and Z—potential were recorded
in a Zetasizer Nano ZSP analyzer (HeNe laser (633 nm, 5 mW), Malvern, Worcestershire,
UK). Fourier transform infrared spectroscopy coupled to ATR analysis were recorded
on a Perkin-Elmer Spectrum 100 spectrometer (Perkin Elmer, Akron, OH, USA). For this
analysis, samples were deposited by drop casting on the ATR crystal. The microscopy
analysis was performed in a JEM-2010F FASTEM JEOL coupled to a NORAN energy
dispersive spectrophotometer (EDS) operating at 200 kV. For this analysis, the conjugates
(SC-AuNPs, ALA@AuNPs, MAN@AuNPs, or cRGD@AuNPs) were prepared by depositing
a drop of the samples onto carbon-coated copper grids (Ted Pella, Redding, CA, USA) and
allowed to dry at room temperature overnight. The recorded images were analyzed using
the software Image] version 1.54d (NIH, Wayne Rasband), and the statistical analysis was
performed with the Origin Pro 2023b software (Northampton, MA, USA).

STM measurements were carried out in a NaioSTM system (Nanosurf AG, Liestal,
Switzerland). The analysis was carried out at room temperature using mechanically cut
Pt/Ir tips of 0.25 mm diameter (Nanosurf AG, Liestal, Switzerland). For the analyses, 50 puL
of each sample was drop-casted onto a freshly cleaved HOPG substrate (5 x 5 x 2 mm,
grade ZYB). The deposited samples were incubated for 30 min, washed with 2 mL of
deionized water, and dried overnight in a vacuum. The STM images were analyzed by
using the Nanotec Electronica WSxM 5.0 (Madrid, Spain) software [24].

3. Results

The UV-Vis spectroscopy results showed that SC@AuNPs and biofunctionalized sam-
ples ALA@AuUNPs, MAN@AuUNPs, and cRGD@AuNPs exhibited a strong absorbance band
in the visible region at 523 nm without broadening, suggesting that the conjugates were
stable after functionalization. The DLS measurement showed small differences; the diam-
eters of SC@QAuUNPs and ALA@AuUNPs were similar, 31.7 £ 0.11 nm and 31.9 4+ 0.13 nm,
respectively. After biofunctionalization with MAN, the size increased to 37.7 £ 0.81 nm,
suggesting it was due to the covalent attachment of MAN. The size of the cRGD@AuNPs
decreased to 29.5 & 0.37 nm, a small change compared to the starting gold nanoparticles
with sodium citrate. The size analysis showed that the conjugates and SC@ AuNPs were
moderately polydispersed (PDI 0.3-0.4); in particular, ALA@AuNPs and MAN@AuNPs
showed a wider size distribution in comparison with SC@AuNPs and cRGD@AuNPs.
Z potential analysis showed that the conjugates increased their negativity after biofunc-
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tionalization as follows: cRGD@AuNPs > MAN@AuNPs > ALA@AuNPs > SC@AuNPs
(Figure 1, right column). These results suggest that the biomolecules contribute to the
increased negativity. ALA can be attached to gold nanoparticles via the dithiol ring, with
the carboxylic acid exposed to solution; the covalent binding of MAN to ALA increased
the number of electronegative atoms on the AulNPs surface, and the binding of cRGD to
AuNPs also increased the number of electronegative atoms on the surface.
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Figure 1. UV-Vis and DSL analysis of: (a) SC@AuNPs, (b) ALA@AuNPs, (c¢) MAN@AuNPs, and
(d) cRGD@AuNPs. UV-VIS (left column), hydrodynamic diameter (middle column), and Z-potential
(right column). All the measurements were conducted in deionized water at pH 11.0 by using NaOH
(1 M). The color code of the surface coating is as follows: SC (red), ALA (green), MAN (blue), and
cRGD (purple).

To confirm the presence of biomolecules on AuNPs, FI-IR experiments were per-
formed. The SC@AuNPs (Figure 2a) showed a peak at 3300 cm~! that was assigned to
OH stretching, one peak at 2916 cm ™! that was assigned to CHj, one peak at 1420 cm !
assigned to carboxylic groups, and a peak at 1002 cm ! assigned to CO; all these groups are
present in sodium citrate [5]. The ALA@AuNPs (Figure 2b) showed one peak at 1730 cm ™!
assigned to C=0 double bond stretching, a peak at 2850 cm ™! assigned to CH, symmetric
stretching, and a peak at 2916 cm ™! assigned to CH, asymmetric stretching; these peaks
suggested the presence of ALA molecules [5]. After the covalent bond of MAN to ALA
molecules attached to AuNPs, MAN@AuNPs (Figure 2c) showed a spectrum with three
peaks at 1140, 1045, and 1082 cm ™! that suggested the presence of pyranose rings; mean-
while, the peak at 1738 cm ™! was assigned to the asymmetric vibration of C=O [25]. The
peak at 1631 cm~! was assigned to C=0O and C-N stretching. Meanwhile, the peak at
1567 cm~! suggested in-plane N-H bending and C-N stretching, and the C-O-C asymmet-
ric frequency was placed between 1368 and 1045 cm™!. Finally, the peak at 1221 cm~! was
assigned to C-N stretching, and the peak at 1045 cm~! was related to C-O stretching. The
cRGD@AuNPs showed a peak at 3295 that was assigned to the N-H stretching of Amide
A, one peak at 1673 cm~! was assigned to the stretching band of C=O of Amide I, and
the peak at 1563 cm ™! was assigned to the C-N stretching and N-H bending of amide II;
meanwhile, the peak at 777 cm~! was assigned to the out-of-plane N-H bending. As a
whole, the FTIR analysis suggested the presence of each one of the biomolecules employed
for biofunctionalization [26].
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Figure 2. Attenuated total reflection Fourier transform infrared (ATR-FTIR) spectra of (a) SC@AuNPs,
(b) ALA@AuUNPs, (c) MAN@AUNPs, and (d) cRGD@AuNPs. The color code of the surface coating is
as follows: SC (red), ALA (green), MAN (blue), and cRGD (purple).

Transmission electron microscopy images of the biofunctionalized nanoparticles are
shown in Figure 3. All the conjugates were spherical, and no changes in size and morphol-
ogy occurred after biofunctionalization. The histograms of size distribution are shown
in Figure 3e. However, there was the presence of a low-electron-density halo around
ALA@AuNPs, MAN@AuNPs, and RGDc@AuNPs (see Figure 3b—d). This material was
associated with the presence of ALA, MAN, and cRGD on the surface of the AuNPs. The
size of the coat for ALA was near 1.07 nm, for MAN near 3.72 nm, and for cRGD 4.8 nm.
The elemental analysis of the conjugates confirmed the presence of gold as well as N and S,
and the gold was related to AuNPs; meanwhile, the other elements were related to ALA,
MAN, and cRGD.

Although TEM imaging suggested the adsorption of ALA, MAN, and cRGD molecules
onto the surfaces of the AuNPs, it did not allow us to resolve finer structural details. For
this purpose, the STM technique was explored to analyze the conjugates. We used HOPG
as a substrate for the analysis since it may have advantages over metallic substrates. It
was reported that the thiolated protecting coat of gold nanoparticles can redistribute on
the Au(111) surface in minutes and form islands [27]. Also, HOPG consists of high-quality
defect-free graphene layers that provide clean and atomically flat surfaces suitable for
material depositions, it is easily cleaved [17], and the defects are easy to recognize and
differentiate from gold nanoparticles.
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Figure 3. Sequences of transmission electron microscopy images and size histogram distribution for
(a) SC@AuNPs, (b) ALA@AuUNPs, (c) MAN@AuUNPs, and (d) cRGD@AuNPs. (e) Histograms are

indicated by the color code of the surface coating as follows: SC (red), ALA (green), MAN (blue), and
cRGD (purple).

The SC@AuNPs showed large agglomerates of densely packed particles, in addition to
sparse individual nanoparticles. Before STM analysis, these particles were washed several
times, and throughout the process, the stabilizing citrate was washed off, decreasing the
repulsive forces which maintain the stability of gold nanoparticles. Cross-sectional analysis
of these samples showed diameters between 18 and 22 nm (Figure 4c,f,i) and 3 and 5 nm
high. A smooth surface was observed after analyzing the conjugates at high resolution. The
images of the ALA@AuNPs showed densely packed nanoparticles with evident borders
between the nanoparticles as compared to SC@AuNPs. These particles are 25 to 28 nm
long and 3 to 6 nm high (see Figure 5¢,f). The analysis of individual nanoparticles also
showed the presence of terraces. In addition, the cross-sectional analysis of particles
under these conditions showed that the surface was not smooth (see Figure 5i). It is
important to mention that ALA@AuNPs exhibited an ellipsoid shape that is characteristic
of gold nanoparticles on flat surfaces, as seen with STM, which was not as evident for
the SC@AuNPs. The images of MAN@AuNPs showed a pattern similar to ALA@AuNPs;
however, it was more evident, even at high magnifications (Figure 6d). These particles
showed a size between 20 and 25 nm long and 1 and 2 nm high. Finally, the cRGD@AuNPs
showed the presence of a large number of individual nanoparticles with dimensions of
10 to 22 nm long and 3 to 8 nm high (Figure 7). The images showed the ellipsoid form
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despite the densely packed aggregation of the particles in contrast to the SC@AuNPs and
MAN@AuUNPs.

40 60 80 100
X[nm]

X[nm]

Figure 4. STM topographic images of SC@AuNPs deposited onto bare HOPG. STM imaging param-
eters: (a) (400 x 400 nm?, V; = 0.5V, =1.0nA, time/line: 0.382 s); (b) (181 x 181 nm?, V=05V,
I=1.0nA, time/line: 0.3 s); (c) profile corresponding to the blue line in (b); (d) (114 x 114 nm?,
V;=0.5V,1=1.0nA, time/line: 0.3 s); (e) (103 x 103 nm?, V; = 0.5V, I = 1.0 nA, time/line: 0.3 s);
(f) profile corresponding to the green line in (b); (g) (103 x 103 nm?2, Vs = 0.5V, [ = 1.0 nA, time/line:
0.382's); (h) (44.3 x 44.3 nm?2, Vs = 0.5V, I = 1.0 nA, time/line: 0.3 s); (i) profile corresponding to the
blue line in (g).
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Figure 5. STM topographic images of ALA@AuNPs deposited onto bare HOPG. STM imaging
parameters: (a) (300 x 300 nm2, Vs = 0.5V, I =1.0 nA, time/line: 0.3 s); (b) (200 x 200 nm2, Vs =05V,
I=1.0 nA, time/line: 0.3 s); (c) profile corresponding to the blue line in (a); (d) (97.3 x 97.3 nm?,
Vs =05V,I=1.0nA, time/line: 0.3 s); (e) (70.9 x 70.9 nm?, V; =0.5V,I=1.0 nA, time/line: 0.3 s);
(f) profile corresponding to the blue line in (d); (g) (26.6 x 26.6 nm?, Vs = 0.5V, I = 1.0 nA, time/line:
0.3 5); (h) (26.6 x 26.6 nm?, V5 = 0.5 V, I = 1.0 nA, time/line: 0.3 s); (i) profile corresponding to the
blue line in (h).
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Figure 6. STM topographic images of MAN@AuNPs deposited onto bare HOPG. STM imaging pa-
rameters: (a) (189 x 189 nm?, Vs = 0.5V, I =1.0 nA, time/line: 0.365 s); (b) (128 x 128 nm?, Vs =05V,
I=1.0nnA, time/line: 0.365 s); (c) profile corresponding to the blue line in (a); (d) (54.7 x 54.7 nm?,
Vs =05V, =1.0nA, time/line: 0.365 s); (¢) (32 x 32 nm?2, Vs = 0.5V, I = 1.0 nA, time/line: 0.365 s);
(f) profile corresponding to the blue line in (d); (g) (35 x 35 nm2, Vs =0.5V,1=1.0 nA, time/line:
0.365 s); (h) (13.3 x 13.3nm?, V5 = 0.4 V, I = 1.0 nA, time/line: 0.365 s); (i) profile corresponding to
the blue line in (h).
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Figure 7. STM topographic images of cRGD@AuNPs deposited onto bare HOPG. STM imaging
parameters: (a) (200 x 200 nm?2, V; = 0.5V, [ = 1.0 nA, time/line: 0.4 s); (b) (134 x 134 nm?,V; =05V,
I=1.0nA, time/line: 0.4 s); (c) profile corresponding to the blue line in (d); (d) (69.1 x 69.1 nm?,
Vs =0.5V,I=1.0nA, time/line: 0.399 s); (e) (54.6 x 54.6 nm?, Vs =05V, 1=1.0nA, time/line: 0.399 s);
(f) profile corresponding to the blue line in (g); (g) (27.3 x 27.3nm?, Vs = 0.5V, [ = 1.0 nA, time/line:
0.399 s); (h) (20.4 x 20.4nm?2, Vs = 0.5V, I = 1.0 nA, time/line: 0.4 s); (i) profile corresponding to the
blue line in (h).

4. Discussion

In this work, gold nanoparticles 20 nm in diameter were covered with thiolated
biomolecules via S-Au bonds. This is a post synthesis methodology, well known as lig-
and exchange, where sodium citrate from the initial nanoparticles is exchanged by the
thiolated molecules. It is important to mention that the exposed molecules at the in-
terface determine the chemical and biological properties of the conjugates. Our results
showed that the nanoparticles were stable after ALA, MAN, or cRGD modification, as
confirmed by UV-Vis. The incorporation of functional groups provided by these molecules,
as suggested by the FTIR analysis, can help to maintain the stability of these colloids
in water, for example, allowing the formation of hydrogen bonds and electrostatic re-
pulsion interactions. For biomedical applications, the stability of AuNPs is compulsory
as it plays an important role in determining their toxicity [28]. Here, the stability was
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analyzed after synthesis and in water at pH 11. The size of the AuNPs after function-
alization showed small changes due to the adsorption of the biomolecules compared
to the initial AuNPs stabilized with sodium citrate (SC@AuNPs). In contrast, the Z po-
tential showed that the conjugates increased their negativity after biofunctionalization:
cRGD@AuNPs > MAN@AuNPs > ALA@AuNPs > SC@AuNPs. The change in the elec-
tronegativity of the conjugates can be attributed to the presence of aspartic acid amino acids
(D) for cRGD, electronegative oxygens for MAN, and carboxylic acids for ALA. The size and
charge of the nanoparticles are significant parameters as it was reported that these physico-
chemical parameters can influence the in vitro and in vivo behavior of functionalized gold
nanoparticles, i.e., the in vitro uptake and the in vivo biodistribution [29].

Our TEM images showed the presence of a low-density coating around ALA@AuNPs,
MAN@AuNPs, and cRGD@AuNPs, suggesting the presence of the biomolecules [30]. In
addition, no aggregates were observed, which indicates that the nanoparticles’ modifica-
tion state diminished their aggregation behavior. On the other hand, our STM analysis
showed that it is a viable microscopy technique for the characterization of biofunctionalized
AuNPs. The STM images showed an aspherical morphology that was more evident for
ALA@AuNPs and cRGD@AuNPs than for SC@AuNPs and MAN@AuNPs. The presence of
free material could affect the morphology resolution in the MAN@AuNP case, the bonding
reaction required mannose and EDC in excess, and even after several centrifugation washes,
some residual material could be present, affecting the imaging of individual nanoparti-
cles. Also, in the SC@AuNPs case, the presence of free molecules of sodium citrate could
affect the resolution of individual molecules. The size of the nanoparticles measured by
cross-sectional analyses showed particles with diameters longer than 20 nm, which can be
attributed to the biomolecules attached to the AuNPs, as seen by TEM. A high-resolution
analysis of the biomolecular coating of our as-synthetized conjugates was not achieved in
our study. STM is a very sensitive technique, and several factors can limit its resolution
power when analyzing biofunctionalized gold nanoparticles: the presence of free material
can contaminate the tip, degrading its ability to produce images of high resolution; the
mobility of the nanoparticles is another parameter that can affect an STM study. In our
analysis, the mobility of individual nanoparticles on the HOPG substrate made it difficult to
analyze their surfaces at a high resolution. Previous studies have reported the attachment of
AuNPs on gold surfaces, which improved their analysis [15]. In addition, we employed the
drop-cast technique for deposition, and we observed the formation of large agglomerates;
in contrast, the deposition of monolayers can help to resolve individual AuNPs at a high
resolution. In general, the previously mentioned parameters should be considered for
the analysis of gold nanoparticles functionalized with biomolecules. Finally, the analysis
of individual biomolecules as lipids, carbohydrates, proteins, or nucleic acids onto flat
substrates is a complex task, and, moreover, the analysis of biomolecules on the surface of
AuNPs represents an extreme challenge [17].

5. Conclusions

The biofunctionalization of AuNPs with lipoic acid, mannose, and the cRGD peptide
via the formation of the Au-Sbond via ligand exchange is a reliable method to obtain con-
jugates with potential biomedical applications. Combining several analytical techniques,
the as-synthetized conjugates are described as stable without evidence of aggregation. Our
preliminary studies using STM demonstrate that this technique can be employed to analyze
biofunctionalized AuNPs; however, several parameters, such as the elimination of free
ligands, the reduction in mobility, and the deposition of monolayers, should be optimized
for the analysis of the surfaces of bioconjugates at a high resolution. The biofunctionalized
nanoparticles with lipoic acid, mannose, and the cRGD peptide can also be conjugated with
drugs and/or contrast agents. Also, it was shown that the STM can be used as a complemen-
tary technique for the characterization of biofunctionalized nanoparticles. Furthermore,
the STM is a versatile technique that can be used for the electronic characterization of
conjugates and the analyst of samples in physiological solutions.
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