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RESUMEN

El uso de nanofarmacos para el tratamiento de enfermedades cada vez es
mas frecuente; un ejemplo de ello son las nanoparticulas de oro utilizadas como
vehiculos de farmacos dirigidos a lugares especificos para diagnéstico temprano y
tratamiento de cancer, pues tienen excelente compatibilidad y caracteristicas
fisicas (forma y tamafo) que permiten su facil modificacion. Asi mismo, existen
estudios recientes enfocados en el uso de curcumina (derivado del rizoma de la
curcuma que ha sido utilizada como tratamiento de varias enfermedades en la
antigledad) para combatir el cancer ya que posee gran variedad de propiedades
de interés entre ellas la propiedad anticancerigena; estudiada por varios
investigadores debido a que en la antigiedad se utilizaba como remedio natural en
la medicina tradicional de China e India. Desafortunadamente el uso clinico de la
curcumina se ha visto limitado debido a su baja biodisponibilidad y rapida
degradacion en el higado, por lo que surge la necesidad de desarrollar nuevos
sistemas de nanoparticulas que incrementen la actividad biolégica de la
curcumina. Adicionalmente, el polimero polivinilpirrolidona, es uno de los
excipientes mas usados comunmente para preparar nanoparticulas debido a sus

efectos de suspension, estabilidad y antiplastificado.

Es por ello que en ésta tesis se presenta una caracterizacion detallada de la
sintesis de nanoparticulas de oro modificadas con curcumina, basada en el
articulo (Singh, 2013), mas una capa de polivinilpirrolidona; por ser una via
sencilla y asequible, utilizando técnicas de moderna tecnologia que demuestran el
éxito de la sintesis mediante espectroscopia de absorbancia UV-Visible,
espectroscopia de infrarrojo por Reflectancia Total Atenuada; tamafio de las
nanoparticulas, comportamiento e interaccibn en medio acuoso mediante
Dispersion Dinamica de Luz y Analisis de Rastreo de Nanoparticula; distribucién
de tamafio de particula con Microscopia Electrénica de Transmisién; y analisis de

superficie a nivel nanométrico con Microscopia de Fuerza Atémica.
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Los resultados obtenidos permiten ver la modificacién, tamafio vy
comportamiento a vacio, temperatura ambiente y medio acuoso, dando
informacion de importancia para continuar con la modificacién y optimizacion de
nanoparticulas de oro con curcumina para posible uso como nanofarmacos contra

cancer con alta eficiencia en la eliminacién de células cancerosas.
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1. INTRODUCCION
1.1.Cancer y sus tratamientos

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, en el afio
2015 se presentaron 8.8 millones de defunciones donde una de cada seis
correspondia a muerte ocasionada por cancer.! Es importante mencionar que
existen diversos tipos de tratamientos contra el cancer como son cirugia,
radioterapia, terapias sistémicas? (quimioterapia, inmunoterapia, terapia hormonal)
y trasplante de células madre.® Estos tratamientos aun cuando han mostrado tener
la capacidad de mejorar el prondstico de los pacientes y asi como su calidad de
vida, presentan la desventaja de ocasionar efectos secundarios graves en el
organismo, dafiando células sanas debido a su baja especificidad. Generalmente,
se aplica a los pacientes una combinacién de los tratamientos anteriormente

mencionados, sin poder eliminar por completo el tumor.

células

células cancerigenas

normales

Figura 1. Células normales y células cancerigenas en cancer de mama.*

La nanotecnologia aplicada al cancer esta emergiendo como un nuevo campo
interdisciplinario de investigacion pasando por disciplinas como la quimica,
biologia, ingenieria y medicina, por mencionar algunas, donde se espera obtener
grandes avances principalmente en la deteccion, diagnostico y tratamiento del

cancer. Con este surgimiento de la nanotecnologia y nanociencia se han realizado
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estudios sobre nanoparticulas-nanofarmacos que presentan mejores beneficios en
comparacién con un farmaco clasico, debido a las interesantes propiedades que
presentan como tamafno, forma, morfologia, efectos inducidos por la superficie, y
composicion quimica, su interaccion con componentes intracelulares, debido a lo
anterior se desea que sean primordialmente biodegradables sobre todo

biocompatibles.>

1.2.Propiedades de las nanoparticulas

Las particulas con dimensiones menores a 100 nm se denominan
nanoparticulas o particulas ultrafinas y de 100 a 2500 nm se consideran particulas
finas. Las nanoparticulas desnudas y modificadas con algun reactivo de interés,
presentan diversas propiedades de gran importancia e interés para las
aplicaciones biomédicas, ya sea en el diagndstico, deteccidn y/o administracién de
farmacos; debido a que los sistemas bioldgicos responden fuertemente a la
superficie, tamafo y forma de las nanoparticulas, pues la interaccion entre las
nanoparticulas modificadas y las células pueden danar la integridad de la
estructura membranal y ocasionar efectos no deseables.> Es por ello que se
requiere ser selectivos en las moléculas que se utilizaran para la modificacion de
las nanoparticulas de interés, las cuales deben de presentar afinidad con las
células cancerigenas que se quieren eliminar; asi como su tamafio, entre 20 y 100
nm; idealmente una forma esférica con la mayor superficie de interaccion posible

para tener una mejor respuesta.
Existen dos métodos para la formacion de nanoparticulas®:
» Métodos Fisicos (Ver Figura 2)

Consisten en la divisién de sdlidos masicos en proporciones mas pequenas

mediante:

a) Evaporacion térmica: a vacio.
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b) Depdsito quimico en fase vapor (CVD): descomposicion de compuestos

c)

d)

e)

>

volatiles en camara de vacio o en la superficie de sélido, forma capa
delgada de NPs.

Clusters gaseosos: con laser de alta potencia que produce vapores
atémicos metalicos acarreados con gas inerte y depositado en Oxido
monocristalino a ultravacio.

Implantacion de iones: fuente de produccion de iones del elemento,
acelerador de iones, a alta velocidad se implantan en el sdlido.

Molienda de particulas macro o micro

Métodos Quimicos (Ver Figura 2)

Consiste en la fabricacién de nanoparticulas por condensacion de atomos o

entidades moleculares en fase gaseosa o solucién.

a)

b)

f)

Método coloidal: disolucion de sal precursor metalico, un reductor y
estabilizante en liquido. *Turkevitch

Reduccién fotoquimica y radioquimica: Para particulas de metales
nobles; se utiliza energia por debajo de 60 eV. La ausencia de impurezas al
final de método indica que se tienen nanoparticulas de alta pureza en
condiciones de estado sdlido y a bajas temperaturas.

Irradiaciéon con microondas: Nanoparticulas con baja dispersion de
tamano. Se utilizan campos eléctricos de alta frecuencia capaces de
calentar cualquier material conteniendo cargas eléctricas.

Dendrimeros: Se consideran nanoreactores pues son moléculas
ramificadas con grupos terminales que pueden ser modificados, de alto
peso molecular y baja viscosidad, con tamano de 2 a 15 nm.

Sintesis solvotermal: para reactivos que se disuelven dificimente en agua
utilizando mineralizadores.

Método sol-gel: proceso quimico en fase humeda. La soluciéon actua como

precursor de red integrada (alcoxidos metalicos y cloruros metalicos).
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TOP-DOWN BOTTOM-UP
Arriba hacia abajo Abajo hacia arriba

QB&' -5

Agregados/ Atomos
Clusters

Figura 2. Métodos de sintesis de nanoparticulas.’

Con respecto a la estabilidad de las nanoparticulas, ésta depende de su
comportamiento de dispersion y aglomeracion. Por ejemplo, si las nanoparticulas
estan dispersas en agua, éste representa el sistema coloidal y se vera afectado
por fuerzas atractivas (Fuerzas de van der Waals) y repulsivas. Si dominan las
fuerzas atractivas seguramente se presentara el efecto de aglomeracion en las
nanoparticulas; pero si las nanoparticulas se estabilizan por fuerzas electrostaticas
repulsivas o por estabilidad estérica, el sistema coloidal puede ser cinéticamente
estable. La estabilidad electrostatica se da en particulas con carga neta positiva o
negativa dependiendo del pH del agua y del punto de carga neta cero de las
nanoparticulas. Es importante mencionar que se presenta un buen acoplamiento
entre la parte quimica de la superficie de la particula, el agua y la estabilidad y el
estado de aglomeracion. Por otro lado la estabilidad estérica esta ligada a la
interaccién entre el grupo funcional de la molécula y la nanoparticula y su
geometria Optima para dicha interaccidén, la cual es especifica y selectiva

buscando los lugares menos protegidos.®

En cuanto a la aglomeracion de las nanoparticulas, es un fendbmeno no
deseado, dado que se presenta un cambio constante en la distribucion del tamafio
de particula que va desde el orden de nanométros hasta micrometros, limitando su
uso en el aspecto biolégico que se ve reflejado en la disminucion de
nanoparticulas que pueden ser absorbidas, el aumento de material a ingerir para
tener el efecto esperado, disminuye la tasa de transporte de nanoparticulas y se

tiene menor disponibilidad de la superficie de las nanoparticulas para reacciones
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quimicas, entre otros efectos no deseados. Por lo tanto es importante poner
atencion en los reactivos a utilizar para hacer una sintesis de nanoparticulas,
seleccionar un buen agente reductor y estabilizador, asi como las condiciones

Optimas para tener un tamano esperado de las nanoparticulas.

1.2.1. Nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro han mostrado tener propiedades para el
tratamiento contra el cancer %1112 ya sea como vehiculo de farmacos a sitios
especificos, agentes fototérmicos, agentes de contraste o radiosensibilizadores®,
asi como una alternativa de diagnostico temprano de cancer y en nuevas terapias.
Esto es debido a sus propiedades fisicas como forma, tamano, facil modificacion

de la superficie, excelente biocompatibilidad y propiedades épticas unicas.>'3

1.2.2. Sintesis de nanoparticulas de oro (NPAu)

Actualmente existen numerosos métodos para la sintesis de nanoparticulas de
oro en combinacién con n numero de especies modificantes, pero el principio es el
mismo, partir de una sal precursora de oro (HAuCls) mas un agente reductor, en
combinacién con un agente estabilizante para evitar la aglomeracion de las

nanoparticulas (Ver Figura 3 y 4).

NUCLEACION CRECIMIENTO
agente @) “
reductor ‘ ‘ A Wy
HAuCl, — s ( " —" " — .
H20 | LS [ ‘\
Atomos de disolucidn coloidal de
oro libres nanoparticulas de oro

Figura 3. Formacion de nanoparticulas de oro.™
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nanoparticula de oro

4 iones disueltos en agua con 4 atomos

Figura 4. Formacion de nanoparticulas de oro.™

A continuacion se presentan los primeros métodos de sintesis de

nanoparticulas de oro.

e Método coloidal de Turkevitch (1951): Es el primer método estandar de
preparacion de coloides metalicos con particulas de oro de 20 nm, la
reduccion de la sal de oro [AuClsT] ocurre con el citrato de sodio

(Na3CsHs507), que actua como agente reductor y estabilizador.

e Método de Brust (1990): consiste en la produccion de particulas de oro
con un tamafio de 3 a 5 nm en liquidos organicos, no miscibles en agua
como el Tolueno. La reaccion ocurre con el acido cloraurico (HAuCls) y
bromuro de tetraoctilamonio (TOAB) en tolueno, como agente estabilizador

y el borohidruro de sodio (NaBH4) como agente reductor.

1.3.Curcumina

Actualmente se estan realizando estudios enfocados en el uso de la curcumina
para combatir el cancer, debido a que en la antigiedad se utilizaba como remedio
natural en la medicina tradicional de China e India,'® y es uno de los componentes
de la planta Curcuma longa, de origen asiatico, a la cual da el color amarillo

caracteristico y es el ingrediente activo responsable de la actividad bioldgica.’®
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Varios investigadores de todo el mundo presentan estudios que mencionan que la
curcumina posee propiedades farmacologicas antioxidantes, antimicrobianas,
antiiflamatorias'; actividad inmunoldgica y anticancerigena,’819.20.21,22.23.24 dg
proteccion neuronal, cardiovascular y renal.?® Debido a que es estable en el
estdmago y en el intestino delgado dado el pH presente en estas zonas, se vuelve
una molécula atractiva para su estudio, sumado a su elevada lipofilia que le
permite una rapida absorcion gastrointestinal por difusion pasiva.’' La
nomenclatura de la curcumina de acuerdo con la IUPAC es (1E,6E)-1,7-bis(4-

hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona (Ver Figura 5).

El uso clinico de la curcumina se ha visto limitado debido a su baja
biodisponibilidad y rapida degradacion en el higado'®, por lo que surge la
necesidad de desarrollar nuevos sistemas de nanoparticulas que incrementen la

actividad biologica de la curcumina.

Figura 5.Estructura de la curcumina en forma ceto-enol.

Los estudios realizados sobre curcumina tienen diferentes direcciones, una de
ellas es hacia la rama de la quimica, en cuanto a analisis y caracterizacidn teorica
de la molécula, estados de minima energia, tautbmero mas estable, distancia

entre cada atomo, asi como la geometria de los tautomeros.26.27.28,29,30

Por otro lado presentan la caracterizacion de la molécula mediante técnicas
espectroscopicas como espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis),

espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR), Resonancia
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Magnética Nuclear (NMR),%627:31 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) y

espectroscopia de fotoelectrones emitidos por Rayos X (XPS).32

A su vez, existen articulos que se enfocan en la rama de la biologia, mediante
el uso de curcumina en combinacion con otras moléculas como biopolimeros y su
eficiencia de acuerdo al comportamiento observado en ratones de forma in vitro e
in vivo.?#33 Parte importante de estas investigaciones, es la aportacion sobre que
grupos de la molécula de curcumina dan la actividad bioldgica, pues se sabe que
la curcumina interactia con una serie de biomoléculas a través de la unién
covalente y no covalente (Ver Figura 6). El enlace de hidrogeno y la hidrofobicidad
de la curcumina, derivada de las estructuras aromaticas y tautomeéricas, junto con
el grupo enlazante son los responsables de las interacciones no covalentes. La
parte dicetona insaturada interactua covalentemente con tioles de las proteinas y a
su vez forma quelatos con metales de transicion, reduciendo la toxicidad inducida
por el metal y algunos de los complejos metalicos exhiben una actividad

antioxidante mejorada como imitadores de enzimas. 3*

Enlaces con Enlaces con

1. Metales (grupo B-diceto) 1. ADN ) . -

2. Tioles en proteinas (grupo ceto-enol 2. P'ro.temas (hidrofobicidad)
3. Lipidos

por adicién de Michael)
Interacciones Interacciones no covalentes
covalentes <:| I::) (r-m, interacciones hidrofébicas del

enlace hidrogeno

o 0o

i OH
0,
HO o
_ HycO
Curcumina

Glucordinacion ﬂ ﬂ

Sulfonacién Degradacién/metabolismo Interaccién con radicales ROS/RNS
(Grupo-OH fenélico)  (Principalmente enlace ceto-enol) (Grupo OH de o-metdxido fendlico)

Figura 6. Actividad bioldgica de la curcumina.®!

22

——
| —



1.4.Polivinilpirrolidona (PVP)

La polivinilpirrolidona mejor conocida por su abreviatura “PVP” (Figura 7), es
uno de los excipientes mas usados comunmente para preparar nanoparticulas
debido a sus efectos de suspensidn, estabilidad y antiplastificado.®> Ademas se ha
comprobado que es un buen portador de farmacos y tiene facilidad para facilitar la
conjugacion de la curcumina con nanoparticulas de oro, mejorando la solubilidad
de la curcumina en agua.®® Es por ello que se ha contemplado para la

modificacion de las nanoparticulas de oro después de la curcumina.

(e

Figura 7. Estructura de polivinilpirrolidona.

1.5.Caracterizacion de nanomateriales

Para realizar una buena caracterizacion es necesario recordar el espectro
electromagnético, pues es de gran ayuda para saber qué tipo de caracterizacion
podemos realizar de acuerdo a la muestra que se tiene. El espectro
electromagnético es la distribucidn energética del conjunto de las ondas
electromagnéticas. Se extiende desde la radiacion de menor longitud de onda, a
partir de rayos gamma, siguiendo rayos X, luz ultravioleta, luz visible, rayos
infrarrojo, hasta las ondas electromagnéticas de mayor longitud de onda, como las
ondas de radio (Ver Figura 8). Se puede obtener mucha informacioén acerca de las
propiedades fisicas de un objeto a través del estudio de su espectro
electromagnético, ya sea por la luz emitida (radiacion de cuerpo negro) o
absorbida por él.
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Espectro visible por el ojo humano (Luz)

[450 nm |500nm [550 nm 6500 nm 650 nm | 700 nm
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Rayos Rayas Rayas X luv- Infrarrojo Radar
cosmicas | Gamma VHE Onda corta  Onda larga extremadaminte
baja
Microandas Radio -
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(1 Zetta-Hz) (1 Exa-Hz} (1 Peta-Hz} (1 Tera-Hz) (1 Giga-Hz) (1 Mega-Hz} (1 Kiko-Hz}

Figura 8. Espectro electromagnético. 7

Por otro lado existen diversas técnicas de microscopia de gran utilidad para la
caracterizacién de nanoparticulas tales como Microscopia Electrénica de Barrido,
Microscopia Electrénica de Transmision, Microscopia de Fuerza Atémica, sélo por
mencionar algunas. En la Figura 9, se puede observar el intervalo de medicién
para cada una de ellas, pudiendo elegir la microscopia que mas nos convenga

para la caracterizacion de nanoparticulas de acuerdo a su tamano.

Microscépico 6ptico

1 mm r---------- 1
[Microscopid Electrénica de
Barrifio (SEM)

N 1

c

Q

f=

°

o

s 1pm

Q

£

Q

-]

o

©

g

3

= 1nm

Microscopia de Fuerza
Atémica (AFM)

1nm 1pm 1mm
Intervalo de medicién en x-y

Figura 9. Intervalo de medicion de diferentes Microscopias 3¢
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En este trabajo se aborda una caracterizacion detallada con diversas técnicas
antes mencionadas, de la sintesis de nanoparticulas de oro modificadas con
curcumina y polivinilpirrolidona. En la Tabla 1 se observan las técnicas utilizadas,
asi como la informacién que aportan cada una de ellas, la preparacion de muestra

que se necesita y la resolucion.

Tabla 1. Técnicas de caracterizacion de nanoparticulas, aporte,
preparacion de la muestra y resolucion.

Técnicas de .. Preparacion de la .
. Informacion que aportan Resolucion
caracterizacion muestra
Identificacion y concentracién de
UV-Vis compuestos organicos conjugados | En solucion ppm
metales
R Identlﬁcgmon.c’ie grupos funC|’onaIes Ambiente opm
y modificacion de nanoparticulas
Distribucion de tamafio de
TEM nanoparticula, y tamafio de Vacio ppb-ppm
nanoparticula
AFM Morfologia de la superficie Ambiente ppb-ppm
Distribucion y tamafio de diametro -
DLS hidrodinamico de nanoparticula En solucion ppm
Concentracion, tamafio de diametro
NTA hidrodinamico y carga superficial de En solucion ppb-ppm
nanoparticulas

A continuacion se presentan los fundamentos de cada técnica de caracterizacion

empleada en éste proyecto de investigacion.

1.5.1. Espectroscopia UV-Visible (UV-Vis)

La espectroscopia UV-Visible esta basada en el proceso de absorcion de la

radiacion ultravioleta-visible de una molécula con un intervalo de longitud de onda
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desde los 200 hasta los 800 nm, causando el movimiento del electrén de un
estado basal a un estado excitado, presentandose transiciones electronicas. Los
electrones asociados a estas transiciones corresponden a aquellos mas
débilmente atraidos por el conjunto de nucleos atémicos que componen la
molécula y cuyos estados pueden ser descritos a través de orbitales moleculares
que se expresan como combinaciones lineales de orbitales atomicos de la capa de
valencia. Las transiciones electrénicas a orbitales moleculares mas externos dan
lugar a las denominadas transiciones Rydberg presentes en el Ultravioleta de

vacio.3®

Las bandas que aparecen en un espectro UV-Visible son anchas ya que
superponen transiciones vibracionales y electrénicas, por este motivo esta técnica
es valida para identificar grupos funcionales en una molécula, grupos croméforos

y conjugacion en la molécula.

Las medidas de absorcién de la radiacién ultravioleta visible encuentran una
enorme aplicacion en la determinacion cuantitativa de una gran variedad de
especies, tanto inorganicas como organicas. También tiene aplicacion en la
determinacion cualitativa se usa como técnica secundaria en la identificacion y
determinaciéon de detalles estructurales, la informacién obtenida necesita ser
complementada por otras técnicas de analisis como la espectroscopia de

absorcién de radiacion IR, RMN.

Para realizar la medicidn de la absorbancia o transmitancia se usa un

espectrofotometro, el cual consta de: (Ver Figura 10)

¢ Una fuente de energia radiante (lampara de deuterio y tungsteno)

e Un monocromador para la seleccion de radiaciones de una determinada
longitud de onda (filtros, prismas, redes de difraccion)

¢ Un compartimiento donde se aloja un recipiente transparente (puede ser de

vidrio o cuarzo el cual se usa para UV)
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e Un detector de luz y un amplificador convertidor de las sefiales luminosas

en sefales eléctricas

e Un sistema de lectura de datos

ESPECTROFOTMIETRO

Rendija salida

| Prisma dispersion

®

Euenle luminosa
E - | Ajuste de longitud de onda

Compartimento _ L.

muestra [R5 4 Auste de 100% T
-
ONIOFF
Ajuste 0% T

Figura 10. Componentes de un espectrofotémetro Ultravioleta-Visible. 4°

La absorbancia de una solucion es directamente proporcional a su
concentracion. A mayor numero de moléculas mayor interaccion de la luz con
ellas; también depende de la distancia que recorre la luz por la solucién y por
ultimo depende de € una constante de proporcionalidad, denominada coeficiente

de extincion que es especifica de cada cromoforo. 4

Las limitaciones de la ley de Beer:

e A concentraciones altas la distancia media entre las moléculas
responsables de la absorciéon disminuye hasta el punto en que cada
molécula altera la distribucidén de carga de las moléculas vecinas.

e Desviaciones quimicas: cuando un analito se disocia, se asocia o reacciona
con un disolvente para dar lugar a un producto con un espectro de

absorcion diferente al del analito.
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e Desviaciones instrumentales originadas por la luz policromatica: el
cumplimiento estricto de la ley solo se observa cuando la radiacion es

monocromatica.

La absorcion UV-Vis no es una prueba especifica para ningun compuesto
determinado. La naturaleza del disolvente, el pH de la solucion, la temperatura, la
concentracion de electrolitos, y la presencia de sustancias interferentes pueden
influir en los espectros de absorcion de los compuestos. Dado que los compuestos
organicos generalmente absorben fuertemente en la region del espectro
ultravioleta, la muestra debe diluirse en disolventes que sean transparentes para el
UV por debajo de la longitud de onda de interés como hexano, heptano,

ciclohexano, cloroformo, THF, etanol, metanol, agua.34

1.5.2. Espectroscopia Infrarrojo por Reflectancia Total Atenuada (FTIR-
ATR)

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier es una de las
técnicas espectroscopicas mas versatiles y de mayor aplicacion en la
caracterizacion e identificacidon de materiales, analisis de productos farmacéuticos
y de sintesis, analisis de contaminantes, ciencia forense, biomedicina, agricultura y
alimentacion entre otros. Esta técnica permite la identificacién de los grupos
funcionales de un compuesto debido a que cuando una molécula absorbe
radiacion infrarroja, la vibracion intramolecular con frecuencia igual a la de la
radiacion, aumenta en intensidad, lo que genera sehales con frecuencias que
corresponden a la vibracion de un enlace especifico. La region infrarroja se divide
en tres regiones denominadas infrarrojo cercano (NIR) de 12800-4000 cm;
infrarrojo medio (MIR) de 4000-400 cm' e infrarrojo lejano (FIR) de 400-100 cm -'.
El espectrometro de IR con transformada de Fourier permite la obtencion de

espectros de forma rapida, precisa y con relaciones Sefal/Ruido (S/N) elevadas.

28

——
| —



El ATR (Attenuated Total Reflection) es una técnica de muestreo utilizada
en el IR, la cual se produce cuando una radiacién infrarroja entra en un cristal ATR
transmisor y de alto indice de refraccion. El cristal esta disefiado para permitir una
reflexion interna total que crea una onda evanescente sobre la superficie del
cristal. Esta onda se extiende a la muestra que se mantiene en contacto intimo

con el cristal, registrandose el espectro de infrarrojo del analito (Ver Figura 11).

Muestra en contacto con

/ la orida evanescente
I
\ \ Al detector
Haz de Cristal
infrarrojo ATR

Figura 11. Funcionamiento de un espectrofotémetro de infrarrojo ATR. 42

Al incidir luz infrarroja sobre una molécula, se absorbe la energia
provocando que una vibracién de enlaces ya sea de flexion (3), tension simétrica
(vsim) 0 tension asimétrica (vasim), Similar a un resorte; a esto se le conoce como
modo normal de vibracién. Para una molécula lineal corresponde 3n-6, donde “n”
es el numero de atomos de la molécula), mientras que para una molécula lineal
corresponde 3n-5. Las vibraciones de tension tienen una frecuencia mayor,
mientras que las vibraciones de flexion presentan baja frecuencia. El espectro
vibracional de una molécula se considera una propiedad fisica unica y por tanto

caracteristica de ésta molécula. Asi, entre otras aplicaciones, el espectro IR se
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puede usar como “huella dactilar” en la identificacion de muestras desconocidas
mediante la comparacion con espectros de referencia. Las intensidades de las
bandas se expresan en Transmitancia (T) o en Absorbancia (A) las cuales se

grafican vs nimero de onda (cm™).2

1.5.3. Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

La Dispersion Dinamica de Luz (DLS) por sus siglas en ingles, también se
conoce como espectroscopia de correlacion de fotones. Esta técnica es uno de los
métodos mas populares utilizados para determinar el tamano de particulas. Se
utiliza un haz de luz monocromatica, como un laser, en una solucién con particulas
esféricas en movimiento browniano, la cual provoca un cambio Doppler cuando la
luz golpea la particula en movimiento, cambiando la longitud de onda de la luz
entrante; este cambio de longitud de onda de la luz esta relacionado con el
tamano de la particula. Asi mismo, es posible calcular la distribucion del tamafio
de la particula y su diametro hidrodinamico, ademas de dar una descripcion del
movimiento de la particula en el medio, mediante la medicion del coeficiente de

difusion de la particula y utilizando la funcién de autocorrelacion (Ver Figura 12). 43

Lentes de

EI) Dispersién
. enfoque p
Fuente laser : de particulas b)
el
= ol
| J '
: Luz
opticade : dispersada

coherencia [ H )

Fotodetector
Correlacionador

Figura 12. Esquema del equipo para DLS (a) y respuesta (b).*

Intensidad

Dispersién
¢ dindmica de la luz

Tiempo
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1.5.4. Analisis de Rastreo de Particulas (NTA)

El Analisis de Rastreo de Nanoparticulas (NTA) es uno de los pocos
métodos para visualizar y medir las nanoparticulas en suspensioén en el rango de
10 a 1000 nm basado en el analisis del movimiento browniano de las
nanoparticulas en una secuencia de video. Las particulas se visualizan mediante
la iluminaciéon con un rayo laser. La luz que se dispersa de las particulas se
graban con una camara CCD o CMOS sensible a la luz, que esta dispuesta en un
angulo de 90° respecto al plano de irradiacién (Ver Figura 13). Este angulo permite
la deteccion y seguimiento del movimiento browniano de particulas de tamafio de
10 a 1000 nm.** El tamafio de la particula, en ésta técnica, esta definido como el

diametro de difusién traslacional de una esfera, llamado diametro hidrodinamico.

Nanoparticulas
dispersadas ™

ZetaFocus,

Video de camara .

Celda (corte transversal)

Deslice en
el filtro "'0

PARTICLE
METRIX

Figura 13. Esquema del equipo para Analisis de Rastreo de Nanoparticulas.*

1.5.5. Microscopia Electréonica de Transmisiéon (TEM)

La Microscopia Electronica de Transmision se utiliza frecuentemente en la
caracterizacion de nanomateriales, pues proporciona imagenes directas e

informacion quimica a nivel atomico y también se puede utilizar para determinar el
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tamano de particulas, dispersion, agregacién/aglomeracion y desplazamiento

dindmico de nanomateriales en un ambiente acuoso.#®

El Microscopio Electronico de Transmision emite un haz de electrones
proveniente del filamento de Tungsteno, dirigido hacia el espécimen donde ocurre
una interaccién la cual se transforma en electrones elasticamente dispersos o
electrones no dispersados. Cabe mencionar que Los electrones tienen una
longitud de onda mucho menor que las de la luz visible, por ello se pueden mostrar
estructuras mucho mas pequenas. Los electrones que rebotan son absorbidos por
el objeto y otros lo atraviesan formando una imagen aumentada de la muestra. El
aumento del TEM esta determinado por la relacién de la distancia entre la lente del
objetivo y la muestra, y la distancia entre la lente del objetivo y el plano de la
imagen. Por otro lado los electrones dispersos y no dispersados se enfocan
mediante una serie de lentes electromagnéticas y luego se proyectan en una
pantalla para generar una difraccion de electrones, una imagen de contaste de
amplitud, una imagen de contraste de fase o una imagen de sombra variable

segun la densidad de electrones no dispersados (Ver Figura 14).46

Ademas de ofrecer una morfologia mejor con la alta resolucion espacial que
tiene y andlisis estructural de los nanomateriales; existe una amplia variedad de
técnicas analiticas que se pueden acoplar con TEM para diferentes aplicaciones,
como analisis quimicos de la pérdida de energia de electrones y espectroscopia
de energia dispersiva de rayos X con las que se puede investigar
cuantitativamente la estructura electronica y composicion quimica de los

nanomateriales, respectivamente.*’

La ventaja que tiene el TEM sobre SEM es que proporciona una mejor
resolucidon espacial y capacidad para mediciones analiticas adicionales*® (Hall et
al., 2007).

Por otro lado, hay ciertos inconvenientes pues se requiere de un alto vacio

y una seccion de muestra delgada para la penetracion de haz de electrones, el

32

——
| —



analisis es destructivo, se requiere un espesor de muestra de menos de 50 nm al
hacer TEM de alta resolucion o espectroscopia electronica y la preparacion de la
muestra de especimenes delgados es extenuante pues aumenta la posibilidad de
alterar la estructura de la muestra. Otra gran preocupacion es que los
especimenes de TEM pueden llegar a ser dafados o incluso destruidos por
intensos haces de electrones de alta tension. Es por ello que el analisis de TEM es

un proceso que consume mucho tiempo.

Canon de electrones

Lente condensador 1

Lente condensador 2
Diafragma O:
condensador P

Diafragma de

~ contraste
Porta -
objetos Lente objetivo
, ﬂ: Lente de difraccidén
Diafragma de Lente intermedia
difraccién
Proyector 1
Proyector 2
Binocular
D Pantalla
fluorescente
[ —
Sistema de

planos filmados

Figura 14. Esquema del Microscopio Electrénico de Transmision.*
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1.5.6. Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

El microscopio de fuerza atémica (AFM) es un instrumento mecano-6ptico
que detecta fuerzas en el orden de nanonewtons que consta de un brazo con una
punta afilada en su parte final, la cual realiza un barrido sobre una muestra, donde
se registra continuamente la topografia mediante una sonda o punta afilada de
forma piramidal o cénica. La sonda va acoplada a una palanca microscépica muy
flexible de aproximadamente 200 um (Figura 15). El resorte constante es de 0.001
y 100 Nm™ y los movimientos de micras son medidos a 0.1 A por el sensor de
deflexion.

4 quadrant
photo detector

Cantilever
~ deflection
measurement

Figura 15. Funcionamiento del Microscopio de Fuerza Atdmica.

El AFM muestra informacién detallada sobre las caracteristicas de
superficie rigida en aire o sumergido en un liquido, incluso pequefias diferencias
que se pueden distinguir en un campo de vision entre 10 nm y 100 uym. Esta
combinacién de detalles en tres dimensiones constituye un analisis importante de
datos cuantitativos (tamafio, aspereza de la superficie y area, seccion transversal
de las parcelas, etc).4%%0
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El principal objetivo de las imagenes de AFM es la medicion de la fuerza entre
la punta y la proximidad de la superficie de la muestra en nivel atdmico. Existen
tres modos de operacion de acuerdo con la naturaleza del movimiento de la punta

como se muestra en la Figura 16:5"
a) Modo de contacto:

La punta hace contacto fisico con la muestra, moviéndose a través de la
muestra, utilizando fuertes fuerzas de repulsidn que actuan entre la punta y la
muestra. La fuerza en contacto causa que el cantiléver siga los cambios en la
topografia con una resolucioén lateral de 1.5 nm y una resolucion vertical de 0.05
nm. Asi mismo esta técnica permite analizar aislantes y conductores facilmente,
opera en ambientes de aire y fluidos, proporcionando informacién acerca de las

propiedades fisicas como elasticidad, adhesion, dureza y friccidn entre otras.
b) Modo No contacto:

Un cantiléver rigido se hace oscilar cerca de la superficie de la muestra a una
frecuencia de 50 000-500 000 cps (conteo por segundo, por sus siglas en inglés),
sin tener contacto directo con la muestra. El cantiléver se encuentra de 5-10 nm
sobre la superficie dentro de la regidon de la cuerva de fuerza de la distancia donde
las fuerzas de largo alcance de van der Waals son las dominantes. Este modo de
AFM es ideal para superficies de membranas, porque las membranas sintéticas

son hechas a base de polimeros, los cuales tiene una superficie suave.
¢) Modo de contacto intermitente (tapping):

Esta técnica surgido por la necesidad de evitar dafios en la superficie, un
cantiléver rigido oscila cerca de la superficie en modo no contacto; parte de la
oscilacion se extiende en un régimen repulsivo, por lo que la punta toca
intermitentemente la superficie. La amplitud de amortiguacion de una sonda de

rapida oscilacion se emplea para la superficie de la imagen, y un corto,
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intermitente contacto de la punta con muestra impide el desarrollo de deformacion

de la superficie inelastica.

El funcionamiento del modo de contacto intermitente bajo el agua y el uso de
pequefias amplitudes de oscilacion son ideales para formacion de imagenes con
éxito de una muestra blanda. El cantiléver oscila en el aire libre en su frecuencia
de resonancia. El modo de contacto intermitente es un avance en AFM que
permite la formacidon de imagenes de muestras suaves, adhesivas o fragiles, mide
composicion, adhesién, friccidn, y propiedades viscoelasticas, identifica la
estructura de dos fases de mezclas de polimero, es menos perjudicial para
muestras blandas que la microscopia de fuerza lateral y se puede identificar

contaminantes de la superficie que no se ven en las imagenes de altura.

a b C

<((

PV A A A A A A A e LA A A e PV A A A A A A e

Figura 16. Modos de operacion del cantiléver en AFM de acuerdo con la naturaleza del
movimiento de la punta. a) modo de contacto, b) modo de no contacto y ¢) modo

contacto.®"
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1.6. Justificacion

En los ultimos afios se ha incrementado el uso de la curcumina como método
de prevenciéon y remedio de malestares. Es por ello por lo que la ciencia la ha
considerado como una oportunidad para poder combatir el cancer con base en los
beneficios que presentan sus propiedades en combinaciéon con nanoparticulas de
oro, pues ambos agentes son candidatos potenciales para la fabricacion de

nanofarmacos.

El objetivo de las investigaciones de vanguardia pretende que en tan solo unos
meses 0 incluso dias se pueda ver mejoria mediante el suministro directo a las
células danadas, dado que por via oral en alimentos la efectividad solo se ve
reflejada después de varios afios de consumo, siendo solamente un método

preventivo.

Aunque existen innumerables estudios realizados sobre la estructura,
interaccion y caracterizacion teorica de la curcumina que nos ayudan a
comprender su comportamiento en vacio y medio acuoso; hasta el momento no
se cuenta con suficiente informacion sobre la caracterizacion detallada de la
curcumina en sistemas nanoestructurados, que permita determinar de manera
rapida y efectiva la modificacién de la estructura de las nanoparticulas de oro con

curcumina y caracterizar la interaccion que se ha establecido entre ellas.

Por lo que existe la necesidad de caracterizar a detalle la modificacion de
nanoparticulas de oro con curcumina y PVP mediante las técnicas de
espectroscopia de UV-Visible (UV-Vis), espectroscopia de Infrarrojo por
Reflectancia Total Atenuada (ATR), Dispersién Dinamica de Luz (DLS), Analisis de
Rastreo de Nanoparticula (NTA), Microscopia Electronica de Transmisién (TEM) y

Microscopia de Fuerza Atomica (AFM).
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1.7.Hipotesis

La caracterizacion detallada de nanoparticulas de oro modificadas con
curcumina y polivinilpirrolidona (PVP) da informacién importante sobre estructura,
superficie modificada y comportamiento a vacio, aire y medio acuoso para posible

uso como nanofarmacos contra cancer.

1.8.Objetivos

1.8.1. Objetivo general

Estudiar la modificacion de la superficie y el comportamiento fisicoquimico de las
nanoparticulas de oro modificadas con curcumina y polivinilpirroliodona en un
intervalo especifico de tamafo, temperatura, pH y concentracién; mediante
diferentes técnicas de caracterizacion, siendo relevante para posible uso de

nanofarmacos utiles para la nanomedicina.

1.8.2. Objetivos particulares

e Sintetizar y modificar nanoparticulas de oro con curcumina y PVP para obtener
propiedades especificas de tamafo y superficie.

e Caracterizar nanoparticulas de oro, curcumina, PVP y la modificacion de
nanoparticulas de oro con curcumina y PVP mediante UV-Vis, FTIR-ATR,
DLS, NTA, TEM y AFM.

e Caracterizar el tamafo de particula para cada etapa de modificacion mediante
el analisis de distribucidn de tamafio de particula.

e Comparar y analizar los diferentes resultados de la caracterizacion de las
nanoparticulas de oro, curcumina, PVP y nanoparticulas de oro modificadas
con curcumina y PVP.

e Desarrollar un protocolo de identificacion y caracterizacion de nanoparticulas

no modificadas y modificadas en cada etapa.

38

——
| —



2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Reactivos y equipos

Tabla 2. Reactivos y equipos

Reactivos
Curcumina (C21H200e),
Curcuma longa turmeric,
C1386, (Sigma-Aldrich)
Acido cloraurico (HAuCla),
(Sigma-Aldrich)

Polivinilpirrolidona

(CeHoNO)n, PVP, 9003-39-8

(Sigma Aldrich)

Agua ultrapura de un sistema

(Milli-Q Millipore, USA)

Alcohol etilico absoluto
anhidro, V569-10,
(Mallinckrodt Chemicals,
USA)

Placa de Au(111) para
analisis en AFM (Arrande
Co., Alemania)

Nanoparticulas de oro con
citrato comerciales, 20 nm
gold colloid (TED PELLA,
INC).52

Equipos
Centrifuga con amplio Limpiador Ultrasonico marca
intervalo de rpm (13 000 | Bransonic, modelo 2510R-
y 5 000 rpm). MT, USA.
Bafio Maria marca Balanza analitica marca
Riossa modelo B40. Sartorius modelo CP1245,
México. AG Gottingen, Alemania
Espectrometro de UV-Visible, Biodrop ubicado en el
edificio Al en el Laboratorio de Nanotecnologia e
Ingenieria Molecular del Area de Electroquimica en la
Universidad Auténoma Metropolitana de la Unidad
Iztapalapa.
Espectrometro de Infrarrojo-ATR ubicado en el edificio T
de la Universidad Autonoma Metropolitana en la Unidad
Iztapalapa.
Microscopio Electronico de Transmision marca JEOL
modelo JEM2100F, ubicado en el Laboratorio de
Microscopia ubicado en el edificio | de la Universidad
Autonoma Metropolitana de la Unidad Iztapalapa.
Microscopio de Fuerza Atdmica marca Digital
Instruments, modelo MMAFM-2 ubicado en el edificio Al
en el Laboratorio de Nanotecnologia e Ingenieria
Molecular del Area de Electroquimica en la Universidad
Auténoma Metropolitana de la Unidad Iztapalapa
Equipo de Dispersién Dinamica de Luz (DLS) en
colaboracion con el Dr. Ivan Quevedo en la Universidad
Iberoamericana.

Equipo de Analisis de rastreo de particula (NTA) en
colaboracion con el Dr. lvan Quevedo en la Universidad
Iberoamericana.
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https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=9003-39-8&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product

2.2.Sintesis de nanoparticulas de oro-curcumina-PVP.

2 mg de curcumina
o ey

e

50 mL de acido 2 minutos de —
cloraurico sonicaciénantes ' X3

(HAuCl,) del bafio Maria.
1x104 M
g
'-. I. 1.

80°C 60 min de Lavado por centrifugacién a 13 000 rpm
agitacion por 5 minutos (3 veces)
. constante
20 N
%g_%:
g de PVP en 20 mL
< —— -> de agua ultrapura
/‘ Solucion de
—_— x3 nanoparticulas
curcumina
Y T 7

be

60°C 45 min de
agitacion

*NOTA: Se mantiene temperatura
menor a 90°C y pH menor a 7

- / para evitar su degradacion.

Caracterizacion de nanoparticulas

Lavado por centrifugaciéona 2 500 rpm
por 5 minutos (3 veces)

¥/

Sonicacion previa de
5 minutos en cada
caracterizacion

Figura 17. Metodologia de sintesis y caracterizacion.
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Para la sintesis de nanoparticulas de oro modificadas con curcumina y
PVP, se utiliz6 como precursor sal de oro (HAuCls) la cual se hizo reaccionar con
curcumina que desempefia el papel de agente reductor y estabilizador para la
formacion de las nanoparticulas. Una vez formadas las nanoparticulas de oro con
curcumina se tomo una alicuota para la caracterizacion mediante las diferentes
técnicas propuestas en este trabajo. Posteriormente se hizo reaccionar las
nanoparticulas de oro-curcumina con PVP, el cual es un buen portador de
farmacos, facilita la conjugacion de la curcumina con las nanoparticulas de oro,
desempefia el papel de excipiente dando estabilidad a las nanoparticulas y
aumenta la solubilidad de la nanoparticula en agua. En la Figura 18 se observa el
esquema general de sintesis de las nanoparticulas y la unién de cada molécula a

la nanoparticula.

disolucién coloidal de

disolucién coloidal de nanoparticulas de oro con
% PVP i
nanoparticulas de oro con e gk curcumina y PVP
c i curcumina
HAuCl, HIeAm lestabilizador
agente reductor o2
{ - 'S &
Ty L AT %
\ o) & \ e i
- €L
, — e
o OH
Cly, Wel [ UV R
& N
mum ar

Figura 18. Propuesta de sintesis de nanoparticulas de oro modificadas con curcumina y
PVP.
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3. RESULTADOS

En cada analisis de caracterizacion se utilizé como estandar nanoparticulas de
oro comerciales (NPAu-cit) de un tamafio de 20 nm, marca TED PELLA. Estas
nanoparticulas presentan citrato como agente estabilizador y reductor. Asi mismo
se muestra la caracterizacion para la etapa de modificacién de las nanoparticulas
de oro con curcumina (NPAu-cur) y las nanoparticulas de oro con curcumina y
PVP (NPAu-cur-PVP).

3.1.Caracterizacion por espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis)

La Figura 19 muestra la comparaciéon de los espectros de absorbancia de UV-
Visible entre el estandar, nanoparticulas de oro comerciales con citrato (a), que
muestra un pico de absorbancia representativo en 526 nm; los productos de
sintesis, nanoparticulas de oro modificadas con curcumina (b), con un pico de
absorbancia en 538 nm; y las nanoparticulas de oro modificadas con curcumina y
PVP (c), con dos picos de absorbancia en 399 nm y 543 nm; y los reactivos,
curcumina (d), apenas visible el pico de absorbancia en 413 nm vy
polivinilpirrolidona (e), con un pico de absorbancia en 304 nm.(Ver apéndice 7.2.1)

005, —— ) NPAU-cit
— b) NPAu-cur
—— c) NPAu-cur-PVP
0.04- b)
——e¢)PVP
538 nm
0.03 -

ALT 526 nm

Absorbancia (u.a.)

0.02
0.01- 399 nm \
543 nm
0.00- 404 nm
200 300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 19. Espectros de UV-Visible de cada etapa de modificacion de la nanoparticula.
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3.2.Caracterizacion por espectroscopia Infrarrojo- Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR)

La interpretacion de sefiales fue con base al libro The Systematic Identification

of Organic Compounds, Shriner.%3
3.2.1. Nanoparticulas de oro-curcumina

La Figura 20 muestra la comparacion de espectros de infrarrojo por
reflectancia total atenuada de curcumina (a), nanoparticulas de oro con curcumina
(b). Asi mismo se sefiala la identificacion de cada grupo de la molécula de la
curcumina en cada pico, donde se observa el reactivo y el producto de la sintesis.
Es importante mencionar que se buscaba que la curcumina rodeara a las

nanoparticulas de oro.

ﬂ o —— b) NPAu-cur
95 -éH c=C arO\ \
— C=C alquen d
E\i q \ heptadieno
© anillo aroméatico
O —= C-0OenOC
% 90- \ atico H3
=
=
2
[ heptadieno
| & 85—
= C) anillo aromatico
— C-Oen OCH3
C-OH aroméatico
80 T T v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longitud de onda (cm™)

Figura 20. Espectro de infrarrojo por ATR de a) Curcumina, b) NPAu-cur y c) estructura de

la curcumina.
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La Figura 21 muestra el acercamiento de picos importantes entre 1700 y

500 cm', enfatizando en hay una notable similitud entre los espectros de la

curcumina (A) y las nanoparticulas de oro con curcumina (B).

Transmitancia (%)

100
c=o0 C=Calqueno
] |/
B
96 a)
94-
b) c) heptadieno
- ‘i)‘ anillo aromatico
—— B) NPAu-cur
C=C arom C-Oen OCH3 )
90 C-OH aromatico
1600 1400 1200 1000 800 600
Longitud de onda (cm™)

Figura 21. Acercamiento del espectro de infrarrojo por ATR de A) curcumina y B) NPAu-

cur.

Las bandas en 2980 cm™, 1454 cm™ y 1026 cm™ corresponden a las

vibraciones de estiramiento de los enlaces C-H alifaticos, de la uniéon de carbonos

(C-C-C) en los anillos aromaticos respectivamente. La banda en 1627 cm

corresponde a la vibracion de carbonilo en una cadena «, p insaturada; 1602 cm-’

corresponde a una vibracion de estiramiento de un doble enlace entre carbonos en

un anillo aromatico, mientras que en la banda 1504 cm-! representa un movimiento

de flexion de un doble enlace entre carbonos en un alqueno. La banda en 1120

cm™ corresponde al movimiento de flexién del grupo OCHs. Las bandas a 1274

cm™, 1231 cm™ y 958 cm™' representan la flexién en el plano del grupo hidroxilo,
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de los dos grupos fendlico y endlico respectivamente. Las bandas en 1424 cm™' y
809 cm-! corresponden al grupo de las olefinas con vibraciones de flexion en la
cadena del heptadieno de la curcumina. (Ver aparatado 4.2 para la discusion de

resultados).

3.2.2. Nanoparticulas de oro-curcumina-PVP

La Figura 22 muestra la comparacion entre los espectros de infrarrojo de
polivilnilpirrolidona (a) y las nanoparticulas de oro con curcumina vy
polivinilpirrolidona (b). Asi mismo se sefiala la identificacion de cada pico con
respecto a la molécula del PVP, donde se observa el cambio entre el reactivo y
producto de la sintesis.

S
©
g ¢ NR3
,g " ¢ CHyCH, I‘.ﬂcta"?/ \
1c¢
1 ) -OH Co— -CH, de anillo
g 1 (X
|: N ) \
B P
n C-N
|——a) PVP “ CH,yCH
— b) NPAu-cur-PVP deformacién ciclica

80 — T T T ' T ' T " T T T 't T T 1
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda (cm™)

Figura 22. Espectros de infrarrojo por ATR de a) PVP, b) NPAu-cur-PVP y c) estructura
del PVP.
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Para el espectro de polivinilpirrolidona (a) la banda en 3454 cm™’
corresponde al estiramiento del grupo —OH; a 3282 cm™ representan las
vibraciones de estiramiento de los enlaces —-NRs y el pico en 841 cm'
corresponden a los movimientos de flexion de la lactama presente en el
polivinilpirrolidona, La banda en 2951 cm™ corresponde a las vibraciones de
estiramiento de los enlaces de C-H y C-H2 del ciclo; los picos en 1422 cm
representan los movimientos de flexion de C-H y C-H2 la deformacion ciclica y la
banda con dos picos en 741 cm™' corresponden a las vibraciones de estiramiento
de C-H del anillo fuera del plano. La banda en 1644 cm™ corresponde a las
vibraciones de estiramiento por tensién del grupo C=0 que tiene como vecino a
una amida terciaria. Finalmente el pico en 1285 cm™ corresponde a las
vibraciones de estiramiento de C-N. Estas bandas son caracteristicas del PVP las
cuales concuerdan con el espectro obtenido en el articulo (Martha S. Cortés *,
2013).%4

Para el espectro de nanoparticulas de oro modificadas con curcumina y
PVP (b) se observa la desaparicion de ciertas bandas y picos tal como, la banda
correspondiente a la vibracion de estiramiento del grupo OH; los picos que se
mantienen, con menor intensidad, son los picos de las vibraciones de flexion de C-
H2 y C-H de la deformacion ciclica; el pico de vibracién por estiramiento de C-N y
el pico de movimiento de flexion del enlace de N-Rs. Estas bandas son
caracteristicas para el PVP (Ver también Figura 22 y aparatado 4.2 para la
discusion de resultados).

3.2.3. Comparacion de caracterizacion en cada etapa de modificacion

La Figura 23 muestra la comparacién de espectros de cada etapa de
modificacion de las nanoparticulas de oro con curcumina (a) y nanoparticulas de
oro con curcumina y polivinilpirrolidona (b). Se sefala la identificacion de cada pico
con respecto a la molécula que rodea la nanoparticula en cada etapa de

modificacion, en el espectro de las nanoparticulas de oro modificadas con
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curcumina y PVP (b) se observa que disminuyen de intensidad senales
caracteristicas de la curcumina como lo son las vibraciones de estiramiento de los
enlaces C=C del anillo aromatico, C=C de la cadena del heptadieno, C-O del
grupo OCHs y los picos caracteristicos del anillo aromatico. (Ver apartado 4.2 para

la discusién de resultados).

b)
100 -
X 954 NN\ NH
T CHy-cH  CN
2 deformacion ciclica
©
i)
= 90-
£
@
&
= C=C arom \
- 85.. h _
C=C alqueno eptadieno
] ) NPAU ) \ anillo aromatico
—_—a =curcumina
80|~ b) NPAu-curcumina-PVP C-Oen OCH3
. , , . , |
2000 1500 1000 500
Longitud de onda (cm')

Figura 23. Comparacién de espectros de infrarrojo por ATR de cada etapa de

modificacion de la nanoparticula.
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3.3.Caracterizacion por Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

La Figura 24 muestra el promedio de diametro hidrodinamico, el cual fue
medido por Dispersion Dinamica de Luz. Para las nanoparticulas de oro con citrato
comerciales (a) se presentan dos tamafos de diametro hidrodinamico de
nanoparticula, 32.67 nm y 141.8 nm. Las nanoparticulas de oro con curcumina (b),
producto de nuestra sintesis, muestran que la mayoria de las nanoparticulas
tienen tamafno de 78.82 nm de didmetro hidrodinamico y una poblacién mas
pequefia tiene un tamafio de 21.04 nm. Finalmente, la mayoria de las
nanoparticulas de oro modificadas con curcumina y PVP (c) tienen un diametro
hidrodinamico de 141.8 nm y una poblacion mas pequefia de nanoparticulas

tienen un tamano de 42.82 nm.

40- 78.82
— a) NPAu-cit
—— b) NPAu-cur

2 b) — c) NPAu-cur-PVP

141.8

Intensidad (%)
8

10-

0 50 100 150 200 250 300
Tamano (nm)

Figura 24. Promedio de diametro hidrodinamico de la particula por DLS.
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3.4.Caracterizacion por Analisis de Rastreo de Particulas (NTA)

La Figura 25 muestra el promedio de diametro hidrodinamico de particula,
medio por la técnica de Analisis de Rastreo de Nanoparticula. Para las
nanoparticulas de oro comerciales (a), en su mayoria presentan un diametro
hidrodinamico de 33 nm. La mayoria de las nanoparticulas de oro con curcumina
(b), muestran un diametro hidrodinamico de 57 nm, siguiendo un diametro de 95
nm. Finalmente, la mayoria de las nanoparticulas de oro modificadas con
curcumina y PVP tienen un diametro hidrodinamico de 94 nm. Los tamafios de
nanoparticula mayores a 100 nm corresponden a una posible agregacién de las

particulas.

1.8x10" - 33

1 94 —— a) NPAu-cit
1.6x10" 4 — b) NPAu-cur
—— c) NPAu-cur-PVP

1.4x107—-
1.2x10-
1.0x107—-
8.0x106—-

6.0x10° -

4.0x10° -

Concentracioén (particulas/mL)

2.0x10° -
0.0

0 ' 100 ' 200 300
Tamaiio (nm)

Figura 25. Promedio de diametro hidrodinamico de la particula por NTA.
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3.5.Caracterizacion por Microscopia Electréonica de Transmision (TEM)

3.5.1. Nanoparticulas de oro- citrato comerciales

La Figura 26 muestra las imagenes de TEM de las nanoparticulas de oro
con citrato con una resolucion de 200, 50 y 10 nm / barra en imagen,

respectivamente. Las imagenes y el tamano de las nanoparticulas corresponden
con las especificaciones del producto.®®

10 nm

Figura 26. Imagenes de TEM de nanoparticulas de oro con citrato comerciales a diferente

resolucion.

La mayoria de las nanoparticulas NPAu-cit presentan un tamafo de 17.86
nm, seguido de 21.43 nm, de acuerdo con el histograma de distribucion de tamafio

de particula (Figura 27) y el porcentaje de frecuencia de tamafio de nanoparticula

(Tabla 3). Tabla 3. Porcentaje de
60 1286 frecuencia del tamario de
nanoparticulas de oro.
] comerciales en TEM.
£ 10 Tamafio de  Frecuencia
® particula (%)
S 5. (nm)
(7] 17.86 59
8 20 19.64 34
|19
21.43 48
10
0 25.00 5

17I18I1l9 20I21 2223242525
Tamano de particula (nm})
Figura 27. Histograma de distribucion de tamafio de particula

de nanoparticulas de oro comerciales.
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3.5.2. Nanoparticulas de oro-curcumina

La Figura 28 muestra las imagenes de Microscopia Electrénica de
Transmisién de las nanoparticulas de oro con curcumina con una resolucion de
200, 50 y 10 nm / barra en imagen, respectivamente. El tamafio de nanoparticula y

las imagenes son similares a las nanoparticulas de oro comerciales.

Figura 28. Imagenes de TEM de nanoparticulas de oro con curcumina a diferente

resolucion.

La mayoria de las nanoparticulas de oro con curcumina presentan un
tamano de 13.33 nm, de acuerdo con el histograma de distribucion de tamafio de

particula (Figura 29) y el porcentaje de frecuencia para cada tamafo de particula

(Tabla 4)
354 1333 Tabla 4. Porcentaje de frecuenta del tamario de
30' ‘ nanoparticulas de oro con curcumina.
Tamafo de Frecuencia
particula (%)
(nm)
8.89 12
1.1 17
13.33 33
15.56 5
17.78 7
20.00 1
24.44 2
26.67 2
31.11 2
33.33 1
Tamario de particula (nm) 22‘5)3 1
Figura 29. Histograma de distribucion de tamafio de particula 28.89 1

de nanoparticulas de oro con curcumina.
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3.5.3. Nanoparticulas de oro-curcumina-PVP

La Figura 30 muestra las imagenes de Microscopia Electréonica de
Transmisién de las nanoparticulas de oro con curcumina y PVP, a una resolucion

de 200, 50 y 10 nm / barra en imagen, respectivamente.

@
. .
. v
. v
L 2 ‘ ‘
200 nm 7 50 nm : , 10 nm

Figura 30. Imagenes de TEM de nanoparticulas de oro con curcumina y PVP a diferente

resolucion.

La mayoria de las nanoparticulas de oro con curcumina presentan un
tamano de 14.55 nm, de acuerdo con el histograma de distribucién de tamafio de
particula (Figura 31) y el porcentaje de frecuencia para cada tamafo de particula
(Tabla 5).

14.55
Tabla 5. Porcentaje de frecuenta del tamario
de nanoparticulas de oro con curcumina y
PVP.
—
X . -
< Tamafio de Frecuencia
© particula (nm) (%)
o 7.27 8.33
5
3 10.91 16.66
o 14.55 41.66
L
65.45 16.36 8.33
18.18 16.66
65.45 8.33
U T 1 T 1 T T
30 40 50 60 70

Tamaio de particula (nm)
Figura 31. Histograma de distribucion de tamano de particula de

las nanoparticulas de oro con curcumina y PVP.
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3.6.Caracterizacion por Microscopia de Fuerza Atomica

3.6.1. Nanoparticulas de oro-citrato comerciales

En la Figura 32 a y b se observa la topografia de las nanoparticulas de oro
con citrato comerciales, sobre una placa de Au(111) recocido, en 2 y 3
dimensiones respectivamente. La imagen se obtuvo con un tamarno de 1.058 pm x
1.058 ym, a una velocidad de escaneo 0.73 Hz. De acuerdo con el analisis de
seccion, Figura 32 c, el tamafno promedio de las nanoparticulas de oro NPAu-cit,

es de 28.94 nm de diametro y 15.91 nm de altura.

20.5 nm

0.0 nm

X 0.200 pm/div
0. z 120.000 rm/div
0 1.0 MM

o Section Analysis
-

15.91

nm
o -

H H
20.67 nm 28.94nm

[}
= I I I I
2o 0.25 0.50 0.75 1.00

Figura 32. Imagenes de AFM de NPAu-cit comerciales.
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3.6.1.1. Analisis de distribucion de tamaio de NPAu-cit mediante
software SPIP a partir de las imagenes de AFM

La Figura 33a tiene dos imagenes de dos puntos diferentes de la placa de Au
donde se observan las NPAu-cit enfatizadas por el software SPIP para obtener un
promedio de tamafio de nanoparticula estadisticamente representativo. Este
software es especifico para este tipo de analisis. El histograma de distribucion de
tamano de particula (Figura 33b) presenta que la mayor parte de NPAu-cit tienen
un tamano promedio de 23 nm con intervalo desde los 5 nm hasta 40 nm.

23 nm

20 30 40 60
Diametro (nm)

Figura 33.Imagenes AFM de NPAu-cit analizadas mediante software SPIP y b)
Histograma de distribucién de tamafio de particula mediante software SPIP de
NPAu-cit.

3.6.2. Nanoparticulas de oro-curcumina

En la Figura 34 a y b se observa la topografia de las nanoparticulas de oro con
curcumina, sobre una placa placa de Au(111) recocido, en 2 y 3 dimensiones
respectivamente. La imagen se obtuvo con un tamafio de 515.7 nm x 515.7 nm, a
una velocidad de escaneo de 0.48 Hz. De acuerdo con el analisis de seccion,
Figura 34c, el tamano promedio de las NPAu-cur es de 44.31 nm de diametro y

24.19 nm de altura.
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Figura 34. Imagenes de AFM de NPAu-cur.
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3.6.2.1. Analisis de distribucion de tamano de NPAu-cur mediante
software SPIP a partir de las imagenes de AFM

En la Figura 35a se presentan dos imagenes de dos puntos diferentes de la placa
de oro donde se observan las NPAu-cur enfatizadas por el software SPIP. En el
histograma de distribucion de tamafio de particula (Figura 35b) se observa que la

mayor parte de NPAu-cur tienen un tamafio de 20 nm con intervalo desde los 6
hasta 60 nm.

b) 2
20
% 4 S
[}]
:
c
104
g
o
5_
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Diametro (nm)

Figura 35. a)ilmagenes de AFM de NPAu-cur analizadas mediante software SPIP y b)
Histograma de distribucién de tamaro de particula mediante software SPIP de NPAu-cur.

3.6.3. Nanoparticulas de oro-curcumina-PVP

En la Figura 36 a y b se observa la topografia de las nanoparticulas de oro con
curcumina y PVP, sobre una placa de Au(111) recocido, en 2 y 3 dimensiones
respectivamente. La imagen se obtuvo con un tamafio de 952.6 nm x 952.6 nm
nm, a una velocidad de escaneo de 0.48 Hz. De acuerdo con el analisis de

seccion, Figura 36 c, el tamano promedio de las NPAu-cur-PVP es de 66.98 nm de
diametro y 68.84 nm de altura.
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Figura 36
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3.6.3.1. Analisis de distribucion de tamaio de NPAu-cur-PVP
mediante software SPIP a partir de las imagenes de AFM

En la Figura 37a se presentan cuatro imagenes de cuatro puntos diferentes de la
placa de oro donde se observan las NPAu-cur-PVP enfatizadas por el software
SPIP. En el histograma de distribucion de tamafo de particula (Figura 37b) se

observa que la mayor parte de nanoparticulas de oro con curcumina y PVP tienen

un tamafno de 17 nm seguido de un tamafio de 35 nm, con intervalo desde los 6
nm hasta 70 nm.

35nm

15

Porcentaje (%)

20 30 40
Diametro (nm)

Figura 37. a) Imagen de AFM de NPAu-cur-PVP analizadas mediante software SPIP y b)
Histograma de distribucion de tamafio de particula mediante software SPIP de NPAu-cur-
PVP.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1.Caracterizacién por espectroscopia UV-Visible (UV-Vis)

En la Figura 19 se observan los picos de absorbancia a diferentes longitudes
de onda para cada una de las especies analizadas demuestran que hay un cambio
notable entre los reactivos y el producto de sintesis, con lo que se puede decir que
la sintesis de nanoparticulas de oro con curcumina se llevé a cabo, al igual que la

sintesis de nanoparticulas de oro con curcumina y PVP.

Cabe mencionar que los picos de absorcion para cada una de las tres especies

concuerdan con lo reportado en la literatura.'5

4.2.Caracterizacién por espectroscopia Infrarrojo por Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR)

En la Figura 20 y 21 se muestran los espectros de infrarrojo de la curcumina
como reactivo y las nanoparticulas de oro modificadas con curcumina como

producto de la sintesis, donde ambos espectros son similares.

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos decir que se esta llevando a
cabo la sintesis de las nanoparticulas de oro cubiertas por la curcumina, esto se
demuestra con la similitud entre los espectros. Desafortunadamente, debido a la
similitud de los espectros no podemos concretar mediante que grupos se da la
unién de la curcumina con las nanoparticulas de oro, pues al parecer no solo
contamos con una capa de curcumina que rodeé a las nanoparticulas de oro, sino
que son mas capas las que se tienen alrededor de las nanoparticulas de oro,

claramente demostrado con el espectro de infrarrojo.

En la Figura 22 se observa la comparacion de los espectros del polimero
polivinilpirrolidona como reactivo y de las nanoparticulas de oro modificadas con

curcumina y polivinilpirrolidona, donde existe una desaparicion de picos al unirse
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el polivinilpirrolidona a la capa de curcumina que tienen las nanoparticulas en la
superficie, confirmando que se llevo a cabo la modificacién deseada mediante la

unién del PVP con la curcumina mediante los grupos OH.

En la Figura 23 observamos la diferencia entre el espectro de infrarrojo de las
nanoparticulas de oro con curcumina y las nanoparticulas de oro con curcumina y
PVP; desaparecen las senales del grupo carbonilo C=0 y la banda del grupo OH
caracteristicas del polivinilpirrolidona; por lo que podemos indicar que la union del

polivinilpirrolidona con la curcumina se da mediante el grupo carbonilo.

4.3.Caracterizacion por Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

En DLS (Figura 24) es notable que las nanoparticulas presenten una
modificacion, pues recordemos que la curcumina es poco soluble en agua,
mientras que el PVP presenta gran solubilidad con el agua y se refleja en la
estabilidad de la nanoparticula de oro con curcumina y PVP.

4.4.Caracterizaciéon por Andlisis de Rastreo de Particulas (NTA)

En la Figura 25 observamos que la mayoria de las nanoparticulas NPAu-cit
comerciales tienen un diametro hidrodinamico de 33 nm lo cual nos indica que
presentan estabilidad en el medio acuoso, a su vez vemos que el diametro
hidrodindmico mayor a 100 nm corresponden a la aglomeracion de las
nanoparticulas, en un grado menor. Por otro lado, para las NPAu-cur con diametro
hidrodinamico de 57 nm, en su mayoria, y de acuerdo a la tendencia de los demas
diametros hidrodinamicos que se presentan, vemos que la curcumina da cierta
estabilidad, pero a su vez las nanoparticulas tienden a aglomerarse con mayor

facilidad que las NPAu-cit comerciales.
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Finalmente para las NPAu-cur-PVP casi todas las nanoparticulas presentan un
diametro hidrodinamico de 94 nm y una minoria de 202 nm, lo que indica que el
PVP le da gran estabilidad a la nanoparticula evitando la formacion de
aglomerados lo cual es ideal y favorece para su uso de las nanoparticulas de oro

modificadas como vehiculos de nanofarmacos contra cancer.

4.5.Caracterizaciéon por Microscopia Electréonica de Transmision (TEM)

Aunque ya existen resultados reportados sobre la caracterizacion por TEM de
nanoparticulas comerciales NPAu-cit, se tomod la decisién de caracterizarlas para
poder realizar la comparacién entre un método estandarizado de nanoparticulas
de oro comerciales y las nanoparticulas de oro sintetizadas con curcumina y a su
vez poder comparar las etapas de modificacion de las nanoparticulas de oro con

curcumina sin y con PVP.

Las imagenes de la caracterizacidn por microscopia electronica de transmision
nos permiten saber que las NPAu-cur que se sintetizaron en el laboratorio,
presentan caracteristicas similares a las NPAu-cit comerciales, especificamente el
tamano de la nanoparticula fue el que se esperaba, lo que nos permitié seguir con
la siguiente etapa de modificacion de las nanoparticulas. Asi mismo se observo
que la distribucion entre estas nanoparticulas es diferente, pues las NPAu-cit se
encuentran un poco aglomeradas (ver Figura 26), mientras que las NPAu-cur

estan esparcidas sobre la rejilla (ver Figura 28).

Comparando las etapas de modificacion de las nanoparticulas de oro, primero
con curcumina y luego con PVP, observamos que el tamafo de particula aumenta
s6lo 1.22 nm. En cuanto a la distribucién de las nanoparticulas se observa que las
nanoparticulas de oro con curcumina y PVP se encuentran completamente
disgregadas (Ver Figura 30) en comparacion con las nanoparticulas de oro con

curcumina (Ver Figura 28).
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4.6.Caracterizaciéon por Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

La topografia de las NPAu-cit comerciales (Figura 32 a y b) y NPAu-cur (Figura
34 a y b) presentan una gran similitud, pues las nanoparticulas estan distribuidas
de manera uniforme a lo largo de la placa de Au recocida, plano a nivel atémico
(111). La rugosidad de la pelicula de nanoparticulas de oro soportada sobre la
placa de Au(111) es expresada por factor RMSrq), el cual corrobora la similitud
entre ambas nanoparticulas de oro, con valores de 3.46 nm y 3.11 nm
respectivamente. Con esta informacién podemos decir que las nanoparticulas de
oro que sintetizamos tienen las mismas propiedades que las NPAu-cit

comerciales.

En cuanto a la topografia de las NPAu-cur-PVP (Figura 36 a y b) la topografia
no muestra uniformidad en comparacion con las NPAu-cur. En si, se observa la
presencia de aglomeracion de las nanoparticulas y a la vez, también se observa
que estan mas separadas. Su rugosidad es mayor que las nanoparticulas de oro

con curcumina, con un valor de 4.22 nm.

Con respecto al analisis de seccién podemos ver que las nanoparticulas de oro
con curcumina presenta un tamafio mayor a las nanoparticulas de oro
comerciales, en una escala aproximada de 2:1 en cuanto a diametro. Recordemos
que las nanoparticulas de oro comerciales tienen alrededor citrato. (Ver Figura 32

cy Figura 34 c).

Ahora comparando el tamano de las nanoparticulas de oro con curcumina
sintetizadas sin PVP y con PVP, vemos que las nanoparticulas de oro con
curcumina y PVP tienen un diametro mayor que las nanoparticulas de oro con
curcumina, en una escala 2:1. La altura y diametro obtenidos del analisis de
seccion, es similar, deduciendo que las nanoparticulas se encuentran mas
separadas, dando un valor mas cercano de una sola nanoparticula (Ver Figura 36

C).
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Con esta informacién obtenida mediante el AFM concluimos que las
nanoparticulas de oro modificadas con curcumina presentan un comportamiento
similar a las nanoparticulas de oro comerciales, que si ocurrié la modificacién de
nanoparticulas de oro con curcumina y PVP al presentarse una topografia y

diametro diferente.

4.7. Analisis de distribucidon de tamano de particula mediante software

SPIP a partir de las imagenes de AFM

Con ayuda del software “Procesador de imagen de exploracion de escaneo’,
por sus siglas en ingles, SPIP; se analizé la distribucién de tamafo de particulas
para cada muestra, obteniendo también el tamafo promedio de las

nanoparticulas, que se muestra en un histograma.

El software fue de gran utilidad para verificar resultados de conteo y medicion
de diametro de cada particula, hechos manualmente. Este tipo de andlisis al no
ser de rutina, se necesita de mucha atencién y un poco de experiencia. Para hacer
éste analisis se utilizaron imagenes definidas para un conteo exacto de particulas.

El analisis de tamano de particula mediante el software SPIP presenta
tamanos de nanoparticula mas pequefos que los medidos directamente desde el
AFM, por lo que solo estamos considerando los tamafios aproximados a los

obtenidos mediante las otras técnicas de caracterizacion.

4.8. Comparacion del tamaio de nanoparticula de las diferentes técnicas

de caracterizacion utilizadas

Dado que la aportacion de éste trabajo es la caracterizacién de la modificacion
de nanoparticulas, a continuacién se presenta la comparacion entre las técnicas

que nos permitieron determinar el tamafio de particula, asi como su distribucion.
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De acuerdo con los resultados, se observa en general 3 cosas, que el niumero
de particulas que se cuantificé para cada técnica de caracterizacién, el tamafo de
particula que proporciona cada técnica y el ambiente al que se sometidé cada
muestra para su caracterizacion es diferente (a vacio en TEM, a temperatura

ambiente en AFM y en suspension para DLS).

Es por ello que jamas se presentd ni se presentara el mismo tamafo de
particula entre dos técnicas de caracterizacién, lo que cabe resaltar y rescatar
mediante esté analisis comparativo es que nos permite ver como las

nanoparticulas se comportan ante diferentes escenarios al analizarse.

En la Figura 38, Figura 39 y Figura 40 tenemos que la diferencia para el
tamano de nanoparticulas de cada etapa de modificacién es poca, siendo técnicas
afines en el tratamiento de la muestra. Mientras que para DLS el tamafio aumenta

debido a su interaccién en medio acuoso

TEM AFM
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Figura 38. Comparacién de las técnicas de caracterizacion empleadas para las NPAu-cit

comerciales.
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Figura 39. Comparacion de las técnicas de caracterizacion empleadas para las NPAu-

cur.
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Figura 40.Comparacion de las técnicas de caracterizacion empleadas para las NPAu-cur-
PVP.
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Cada técnica ensefa diferentes valores para cada etapa de modificacion de
las nanoparticulas, sin embargo, la comparacién de diametros en cada etapa de
modificacion permite ver claramente el incremento del tamafo de las

nanoparticulas, confirmando que cada modificacion fue exitosa.

Es importante recordar que cada técnica mide diferentes propiedades, a
condiciones especificas. Las mediciones en TEM son al vacio y mide la
interaccion de electrones en el centro metalico; el AFM mide muestras secas a
temperatura ambiente y muestra la topografia y rugosidad de la muestra; y
finalmente el DLS y NTA miden el diametro hidrodinamico de las particulas en

solucion acuosa/suspension.

4.9. Comparacion de la sintesis de nanoparticulas de oro modificadas con

curcumina y PVP por diferentes técnicas.

Esta comparacién nos permite reafirmar que la modificacién de la nanoparticulas
se llevo a cabo (Figura 41). En TEM, tenemos un tamafo similar de la
nanoparticula de oro (recordemos que en esta técnica se observa la interaccion de

electrones con metales).

66

——
| —



13.33nm 1T 14.54 nm
s L 4 L
L
=
._ 1 1 1 1 _ - ] ] ] ]
- 20 nm 4 L 17 nm
i L 4L
L 57 nm 4 L I 94 nml
95 nm
(il) - 4 L
a 34nm 167 nm
202 nm
i 1 1 1 1 1 1 1 1 i 1 " 1 1 1 1 1
NPAu-cur NPAu-cur-PVP

Figura 41. Comparacién de la modificacion de nanoparticulas de oro con curcumina 'y
PVP.

Especificamente en AFM observamos el tamafio de la particula mediante
un escaneo de la superficie de las nanoparticulas depositadas en la placa de oro,
de cada etapa de modificacion donde claramente se ve el aumento de tamafo al

adicionar la capa de PVP a la nanoparticula de oro con curcumina (Figura 42).
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Figura 42. Comparacion de la modificacion de NPAu-cur y NPAu-cur-PVP con base a la

caracterizacion de AFM.

Finalmente en la Tabla 6 se encuentra condensada la informacion sobre los
tamanos de de cada nanoparticula (estandar y modificadas) y la técnica con la que
se obtuve el tamano. Los numeros resaltados en negro son aquellos donde la

mayoria de las nanoparticulas tienen ese tamarno de particula.

Tabla 6. Tamario de nanoparticulas estandar y sintetizadas de cada técnica de

caracterizacion.

Técnicas de Tamafo de nanoparticulas (nm)
caracterizacion NPAu-cit NPAu-cur NPAu-cur-PVP
TEM 17.86 13.33 14 .55
AFM 28.94 44 .31 66.98

SPIP/AFM 23 20 35
DLS 32.67 78.82 141.8
NTA 33 57 94

[ e )




En general para todas las técnicas de caracterizacion se muestra una
tendencia de aumento de tamafno del diametro, ya sea nominal o hidrodinamico,
de la particula entre cada etapa de modificaciéon de las nanoparticulas de oro
sintetizadas para éste trabajo, asi como la estabilidad que proporciona cada
molécula agregada a las nanoparticulas. Asi mismo se puede comparar los
diametros de las nanoparticulas, no olvidando la naturaleza de la muestra al
ananlizarla, es decir, estadisticamente se puede comparar TEM vs AFM vs SPIP y
por otro lado DLS vs NTA.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo demuestran el seguimiento de la modificacion

de las nanoparticulas de oro con curcumina y PVP con una caracterizaciéon precisa

y detallada a vacio, ambiente (aire) y medio acuoso, para su posible uso como

nanofarmacos contra cancer.

>

La sintesis de nanoparticulas de oro con curcumina y PVP resulté exitosa
obteniendo un tamafio de particula adecuado para su utilizacidon como

vehiculos de nanofarmacos.

Los espectros de UV-Vis y de ATR confirmaron que la curcumina se enlaza
a las nanoparticulas de oro y el PVP se enlaza a la curcumina, ambos
enlaces forman una capa de gran estabilidad.

Las imagenes de TEM permitieron saber el tamafio de las nanoparticulas

de oro en cada modificacion.

Las imagenes de AFM permiten ver la topografia y la rugosidad de las

nanoparticulas de oro modificadas soportadas en la placa de Au (111).

Las imagenes de AFM junto con el analisis de tamafo de particula con
ayuda del software SPIP, dieron resultados similares a los de TEM
indicando claramente que el proceso de modificacion de las nanoparticulas

de oro.

La caracterizacion por DLS permite confirmar la modificacién que tuvieron
las nanoparticulas de oro con curcumina a nanoparticulas de oro con

curcumina y PVP.
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6. PROSPECTIVAS

Estudiar el disefio y comportamiento de las nanoparticulas modificadas para
potencializar el efecto anticancerigeno con el objetivo de producir nanofarmacos
contra cualquier tipo de cancer a largo plazo, asi como su deteccidén a una etapa

temprana.

Caracterizar detalladamente sistemas nanoestructurados para el area de

nanomateriales con aplicacion a nuevas tecnologias.
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7. APENDICES

7.1.Calculo del nimero de moléculas de curcumina unidas alrededor de

las nanoparticulas de oro

> Concentracion de curcumina en la sintesis de nanoparticulas de oro-
curcumina

( 1lg )( 1 mol cur

mg ) = 5.4291 x 10~® mol de curcumina
1000#mg/ \368.38 g cur

mol
) = 1.0858 x 10~* - de curcumina

5.4291 x 10~ mol de curcumina (1000 mL
50 mL 1L

Dado que la concentracién de HAuCl4 es de 1x10* M, se puede decir que la
reaccion ocurre 1:1, sin embrago no es asi ya que las nanoparticulas esta
formadas por mas de un atomo de oro. Por que se presentan los siguientes
calculos para saber la cantidad que cantidad de curcumina esta cubriendo las

nanoparticulas de oro.

» Calculo de area superficial de nanoparticulas de oro

Con base en los resultados obtenidos mediante la microscopia electrénica de
transmision (TEM), el tamafo de las nanoparticulas, en su mayoria, es de 13.33 nm de

diametro.

Partiendo de la férmula para el calculo de area superficial de una esfera, tenemos:

Area Superficialyp 4, = 4 12
NP Au

ASyp 4y = 4 (6.665 nm)?

Area Superficialyp 4, = 558.2261 nm?
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» Dimensiones de la curcumina

l 1.9798 nm

| 1.2165nm

| 1.7718nm |
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a) Considerando que la curcumina se une de forma plana horizontal:

Area del plano horizontal,,, = 1.3682 nm?

i ) area superficial de NPAu
Moléculas de curcumina que se unen a la NPAu =

area del plano horizontal de la curcumina

5582261 am

136822 407.98 ~ 407

407 moléculas de curcumina que se unen en plano horizontal a una
nanoparticula de oro con diametro de 13.33 nm

b) Considerando que la curcumina se une de forma horizontal:

\
|
® © © o 7 e
?// ////i\ ] \(
(%]
¢ e ~
5 ‘v\r ¢$
&)
© Q’.\QV
I 1.9798nm | <
( |
L )



A
o o
> NPAu ¢
o/
¢ \ % >
< -

HO'

Area horizontalc,, = 1.3949 nm?

558.2261 nmZ

Moléculas d [ la NPAu = = 400.1831 ~ 400
oléculas de curcumina que se unen a la u 13949 72

400 moléculas de curcumina que se unen de forma horizontal a una
nanoparticula de oro con diametro de 13.33 nm

c) Considerando que la curcumina se une de forma vertical:

d

'OH

'
[ 3
1.9798 nm
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Area superficial verticalcy, = mr? = 0.39025 nm?

Moléculas d i la NPAu = 558.2261 '2— 1430.4255 ~ 1430
oLeculas de curcumina que Seunenala u= 0.39025 5 = .

1430 moléculas de curcumina que se unen de forma vertical a una
nanoparticula de oro con diametro de 13.33 nm

» Numero de moléculas de curcumina disponibles de acuerdo con la
concentracidon de la sintesis.

1 mol — 6.023x10%3 moléculas
1.0858x10~% mol — x moléculas de curcumina
X = 6.5397734x10'° moléculas disponibles de curcumina

Ahora, si tenemos 6.5397734x10'° moléculas de curcumina disponibles y
considerando que se unen cierto numero dependiendo la posicidén de la molécula.
Por lo tanto podemos saber el numero de nanoparticulas de oro con curcumina

que se tienen en suspension.

a) Plano horizontal

6.5397734x10'° moléculas de curcumina disponibles

408 moléculas de curcumina en una nanoparticula de oro
= 1.602885637x1017 NPAu — curc

b) Horizontal

6.5397734x10'° moléculas de curcumina disponibles

400 moléculas de curcumina en una nanoparticula de oro
= 1.63494335x10'7 NPAu — curc

c) Vertical
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6.5397734x101° moléculas de curcumina disponibles

1430 moléculas de curcumina en una nanoparticula de oro
= 4.573268112x101® NPAu — curc

Considerando una celda cristalina (celda unitaria de oro):

Volumen ypy, = abc = 2368.5930 nm3
\
0.288nmI
Volumen .m0 de a4y = abc = 0.0239 nm?
— 1333nm —
; . . 2368.5930 a2 . .
Numero de celdas unitarias = =99154.62696 celdas unitarias
0.0239 a3

*Cada celda unitaria tiene 4 atomos de oro, tipo de celda FCC (cubica centrada en
las caras)

Si tenemos 99 154 celdas unitarias podemos calculas el numero de atomos de

oro.

99154 celdas unitarias x 4 atomos = 396 616 atomos de oro

» Numero de nanoparticulas de oro con curcumina

Considerando que la concentracion de la solucion inicial de acido cloraurico es de
1x10* M
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1x107* =

mol <6.023x1023
L

= 6.023x101° moléculas de oro en solucién
1 mol

6.023x10%° moléculas de oro en solucion 14 i
~ = 1.518597333x10"* nanoparticulas de oro
396 616 atomos de oro

Intuyendo que la curcumina forma una monocapa alrededor de la nanoparticula

de oro podemos calcular el numero de moléculas de curcumina que se necesitan

para cubrir las nanoparticulas de oro.

Si tenemos 1.518597333x10'* nanoparticulas de oro y contemplamos que las

moléculas de curcumina se unen en plano horizontal...

~

(- WP\ ) ,
v 87 don (1.518597333x10* NPAu) (408 moléculas de curcumina) =
S NPAu < 6.19587712x10° moléculas de curcumina para cubrir todas las NPAu
H D, ¥ OH
Do =
o

2
o
I

(1.518597333x101* NPAu) (408 moléculas de curcumina) = /%
6.19587712x10'% moléculas de curcumina para cubrir

todas las NPAu ¢ )

;C(_;_rd_m (1.518597333x10%* NPAu)(408 moléculas de curcumina) =

W NPAu oo 6. 19587712x10'° moléculas de curcumina para

L (L
@.rifi:ﬁ zﬂ%\% cubrir todas las NPAu
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7.2.Preparacion de muestras para caracterizacion de nanoparticulas de

oro-curcumina-PVP

En cada etapa de la sintesis se guardé una alicuota para caracterizar,
utilizando como punto de comparacién nanoparticulas de oro comerciales las

cuales tienen citrato como agente reductor y estabilizador.

7.2.1. Espectroscopia UV-Visible (UV-Vis)

Para la caracterizacion por espectroscopia de Ultravioleta-Visible se utilizd
el equipo BioDrop, en el apartado de lectura de barridos en un intervalo de 200 a
700 nm, utilizando como blanco agua ultrapura Milli Q. Fue necesario solamente 2
uL de muestra para realizar la lectura a una concentracién de 1x10° M para la

curcumina y PVP en agua.

7.2.2. Espectroscopia Infrarrojo por Reflectancia Total Atenuada (FTIR-
ATR)

Para la caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo (ATR) primero se
colocd 2 mL de la muestra en un vidrio de reloj durante 24 h, con el objetivo de
deshidratar la muestra. Posteriormente la muestra en forma sdlida se colocé en el
portamuestras del ATR. Los parametros en lo que se realiz el analisis fueron 16

scans, con intervalo de 1 cm™ de 4000 a 500 cm™".
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7.2.3. Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

Para la caracterizacion por NTA se tom6 una alicuota de 1 mL de cada
muestra de nanoparticulas. Se utilizé un método especifico programado para

muestras de oro a temperatura de 25 °C.

7.2.4. Analisis de Rastreo de Particulas (NTA)

En la caracterizacién para el analisis de rastreo de particulas se tomé una
alicuota de 2 mL de cada muestra de nanoparticulas. El analisis se realizé a

temperatura de 25°C.

7.2.5. Microscopia Electréonica de Transmision (TEM)

Se colocd una gota de muestra en un pedazo de parafilm dentro de una
caja petri, con ayuda de una pinzas finas se tomo la rejilla y se coloc6 a la mitad
de la gota (tipo sandwich); una vez que se absorbiéo la gota en la rejilla
(aproximadamente 1 dia) se llevo al laboratorio de Microscopia para el analisis de
TEM.

7.2.6. Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

De una placa de oro (111) para analisis en AFM (Arrandee Co., Germany)
de 14x10 cm se cortd un rectangulo de 6x5 mm aproximadamente, se hizo el
procedimiento de limpieza a la placa mediante la técnica “annealing” en el que se
somete la placa de oro a calentamiento con un soplete hasta que el color de placa
cambie a un rojo vivo momentaneamente; se dejo enfriar, seguido, se adiciond

una gota de la solucion de nanoparticulas de oro con citrato, nanoparticulas de
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oro con curcumina y nanoparticulas de oro con curcumina y PVP a una placa de

oro annealing (una placa para cada muestra) y se dejé secar por 24 hrs.

Se coloco la placa de oro sobre un disco metalico como soporte, se monté la
muestra en el microscopio de fuerza atomica junto con la punta, se ajusto el laser
y mediante el software se realizd6 “Auto Tune” posteriormente se colocaron los
parametros de tamafio de escaneo generalmente desde 1.05 hasta 0.5 um vy

velocidad de escaneo idealmente de 0.5 Hz.
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