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Resumen

Conocer la concentracién de los niveles de L-lactato provee informacién ttil en diagnéstico
clinico y la medicina deportiva. Actualmente, la medicion de este analito puede realizarse a
través de sensores basados en sistemas electroquimicos o por medio de pruebas en laboratorio,
demandando un alto costo econémico, ademas, de infraestructura robusta para ubicar equipos
en laboratorios y el talento humano necesario para el manejo de muestras e interpretacion
de resultados. El presente trabajo tiene como objetivo desarrollar una prueba de concepto
para la detecciéon de L-lactato en solucién acuosa, a partir de las propiedades de fluorescencia
que poseen los puntos de carbono (PC). Este trabajo estd vinculado a el proyecto marco
“Método alternativo para la deteccion de L-lactato en solucién acuosa basado
en la fluorescencia de los puntos de carbono”. El desarrollo del proyecto se dividié
en tres fases principales, la sintesis de los puntos de carbono por método solvotermal (PC-
S) y por reacciéon de microondas (PC-M), la caracterizacién de las nanoparticulas obtenidas
por potencial zeta (PZ), espectroscopia de infrarrojo (FTIR) y espectrofotometria UV-Vis.
Finalmente se hace uso del peréxido de hidrégeno, correspondiente a el subproducto de la
accién enzimatica de la lactato oxidasa sobre el L-lactato, con el fin de identificar cambios en
la intensidad de emisién. Como principales resultados se obtuvo que los PC-M presentaron una
respuesta lineal decreciente ante la variaciéon del analito, mientras que los PC-S presentaron
una respuesta exponencial decreciente. Ademas los PC-M y PC-S presentaron correlaciones
entre las imagenes adquiridas bajo irradiacion de 365 nm y la concentraciéon del perdxido de
hidrégeno. Esta prueba de concepto constituye la fase inicial para el desarrollo de un método
alternativo para la deteccién del L-lactato, en donde a partir de la fluorescencia generada bajo
estimulacién de luz ultravioleta de los PC dispersos en una solucién acuosa de L-lactato, la
concentracién de este pueda ser estimada por medio de un sistema de bajo costo y portable.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

En este primer capitulo se presenta la motivacién general del trabajo, incluyendo un con-
texto general sobre la pregunta de investigacion que se plantea. A partir de esto, se presenta el
proyecto marco, los objetivos del estudio, las contribuciones y la organizacién del documento.

1.1 Motivacion

El lactato es un compuesto quimico quiral, por lo tanto, puede encontrarse de la forma
levégira (L-lactato) o de la forma dextrégira (D-lactato) [1]. El D-lactato es un metabolito
producto del metabolismo de algunas bacterias y se presenta en los seres humanos tinicamente
en caso de infecciones bacterianas intestinales o del liquido cefalorraquideo[2]. El L-lactato
puede ser metabolizado por los seres humanos por medio de la enzima lactato deshidrogenasa
(LDH), es la forma que se encuentra comtinmente en el cuerpo humano [3]. El L-lactato es un
compuesto que se produce a partir del metabolismo anaerébico de la glucosa; este se activa
cuando las células se ven privadas de oxigeno, el organismo esta bajo condiciones de actividad
extenuante o el proceso de respiracién mitocondrial esta bloqueado [4], [5].

Los niveles de L-lactato en plasma proveen informacién sobre el equilibrio entre su pro-
duccién y depuracién [6]. En promedio, para una persona sana en estado de reposo, los valores
normales de concentraciones de L-lactato en sangre varian entre 0.5 — 1.5 mM, mientras que,
durante el ejercicio, la concentraciéon de L-lactato puede incrementar hasta 12 mM. Si el de-
sarrollo de actividades requiere una alta exigencia fisica pueden incluso alcanzarse valores de
concentracion de L-lactato en plasma de hasta 25 mM [7]. Una consecuencia de la produccién
de este metabolito es el aumento de la concentracién intracelular de protones (H™). Si la tasa
de produccién de L-lactato es alta comparada con la tasa de depuracién, el mecanismo de
amortiguamiento celular de pH no serd suficiente para neutralizar el incremento de especies
HT, lo que se manifiesta en una disminucién del pH intracelular. Una severa disminucién del
pH intracelular puede resultar en una acidosis celular la cual afecta el rendimiento muscular
y funcionamiento tisular [8].

Es importante resaltar que clinicamente en estado de reposo los valores de concentracion
superiores a 4 mM de L-lactato en plasma se consideran como un aumento severo de este me-
tabolito. Este incremento de la cantidad de L-lactato y una baja eficiencia en su depuracién
puede desencadenar diferentes afecciones como choque hemorrdgico o embolia pulmonar, am-
bas consecuencia de una acidosis lactica [9]. Otras condiciones asociadas a niveles irregulares



de concentracién de L-lactato, son choques endotdxicos, insuficiencia respiratoria, hepatopa-
tias e insuficiencia renal [10].

Otra area en la que el conocimiento de la presencia y concentracién de este metabolito es
de gran importancia es la medicina deportiva y el rendimiento deportivo. Poder conocer los
niveles de L-lactato y especialmente el umbral en el que se activa el metabolismo anaerdbico
de la glucosa permite caracterizar el nivel de entrenamiento fisico de un atleta. La adquisicion
de informacion tal como concentracion de L-lactato en funcién del tiempo de actividad fisica
favorece los procesos de entrenamiento y la evaluacién de la resistencia fisica del deportista
[11].

Dada la importancia de la deteccién y cuantificacion de L-lactato, ha surgido el interés de
desarrollar biosensores con una alta especificidad y bajo costo que permitan conocer la pre-
sencia y cantidad de este metabolito de una forma simple, directa, rdpida, con procedimientos
sencillos de preparacién de la muestra a ser analizada. La gran mayoria de los sistemas por-
tatiles utilizados actualmente para la deteccion de L-lactato se basan en un funcionamiento
electroquimico el cual hace uso de electrodos para interpretar el cambio de corriente produci-
do por reacciones enzimaticas. Estos sistemas sensan y cuantifican el metabolito en muestras
de suero sanguineo, lo que implica una recoleccién de muestra invasiva y en ocasiones cali-
ficada como dolorosa [12]. Ademads, requieren de tiras reactivas plasticas, para recolectar la
muestra bioldgica y realizar la reaccién enzimatica, esto supone un alto costo econémico y
medioambiental. A pesar de que permiten adquirir datos en el punto de atencién del paciente,
los sensores no presentan un buen comportamiento a altas concentraciones de L-lactato (>8
mM), de forma que no permiten un correcto monitoreo del L-lactato bajo condiciones clinicas
o actividades deportivas de alto rendimiento [13], [14].

La cuantificaciéon de este metabolito también se realiza a través de exdmenes clinicos en
laboratorio. Esta se realiza mediante la lectura de la absorbancia del croméforo que se obtiene
a partir de la reaccién dada por la enzima lactato oxidasa (LO) para determinar los niveles
de L-lactato en muestras de suero sanguineo. Este sistema no se ajusta para ser usado en los
puntos de atencién al usuario pues requiere de manipulacién de reactivos, transporte y riguroso
tratamiento previo de la muestra, y ademas requiere de equipos especializados para medir la
absorbancia del croméforo y personal especializado que pueda interpretar los resultados [15],
[16].

Alternativas de biosensores portatiles que puedan cumplir con las condiciones deseadas se
basan en el uso de nanomateriales, especialmente de nanoparticulas que presentan propiedades
de absorcién y emisién fluorescentes [17]. El proceso de deteccién se basa en analizar cambios
en sus propiedades épticas, los cuales pueden ser registrados e interpretados facilmente por un
usuario no especializado y sin recurrir a equipos de un alto costo econémico. La mayoria de
los estudios existentes que han explorado esta alternativa se basan en el uso de nanoparticulas
semiconductoras que, aunque presentan una gran eficiencia de luminiscencia tienen el incon-
veniente de que suelen presentar en su composicion metales téxicos como cadmio o plomo y
se degradan facilmente si no se conservan en las condiciones adecuadas.

Una opcién de nanomateriales ambientalmente sostenibles son los puntos de carbono (PC).
Los PC pueden ser sintetizados a partir de abundantes fuentes precursoras que abarcan desde
moléculas organicas sencillas hasta recursos naturales, lo que hace que el acceso a la sintesis
de estas nanoparticulas no requiera de elevados presupuestos [18], [19]. Las propiedades lumi-
niscentes de los PC muestran variaciones en su intensidad o longitud de onda de emisién en
la presencia de analitos dispersos en el medio en el que se encuentren [20], [21]. Asi, que con
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una rigurosa calibraciéon de la fluorescencia de los PC en funcién de la concentracion de los
analitos presentes en una muestra es posible asociar la variacién en la fluorescencia de las na-
noparticulas con la concentracién de L-lactato producido. En el caso especifico de la deteccion
de L-lactato se han reportado estudios en los que se hace uso del peréxido de hidrégeno como
subproducto de la reaccion enzimatica dada por la lactato oxidasa para inhibir o aumentar la
intensidad de emision en funcién de la concentracién del analito [22].

El desarrollo de sistemas para la adquisicién y andlisis de fluorescencia de bajo costo es
un desafio que se puede abordar desde el area de ingenieria. Donde el uso de las propiedades
fluorescentes de los PC y las ventajas de los sistemas de visién por computador aumentan
el potencial de desarrollar nuevos biosensores, especialmente para aplicaciones clinicas. Para
el desarrollo de un biosensor basado en papel para la detecciéon de L-lactato compatible con
la realizaciéon de pruebas diagnésticas de bajo coste en el punto de atencién del paciente, sin
necesidad de desplazar muestras a laboratorios especiales, es necesario desarrollar una prueba
de concepto, con el fin de explorar y verificar la idea de asociar la variacién en la fluorescencia
de los PC de acuerdo a la concentracién de L-lactato o subproductos asociados a reacciones
enzimaticas sobre este, presentes en la muestra.

1.2 Proyecto relacionado

El proyecto que aqui se presenta esta vinculado al proyecto marco “Método alternativo
para la deteccién de L-lactato en solucién acuosa basado en la fluorescencia de
los puntos de carbono” financiado por recursos internos para la investigacion del programa
de ingenieria biomédica de la Universidad del Rosario en convenio con la Universidad Escuela
Colombiana de Ingenieria Julio Garavito. Este proyecto busca llevar a cabo las fases iniciales
del desarrollo de un biosensor basado en papel para la deteccién de L-lactato y cuenta con la
participacién de los investigadores Alvaro David Orjuela Cafién PhD. (UR — EMCS), Oscar
Julidn Perdomo Charry PhD. (UR — EMCS), Diana Consuelo Rodriguez Burbano PhD. (UR
— EMCS) y Emma Martin Rodriguez PhD. (Universidad Auténoma de Madrid).

El proyecto marco tiene como objetivo general desarrollar un método alternativo para la
deteccion de L-lactato en solucién acuosa basado en puntos de carbono y herramientas de
vision por computador. Cuenta con dos fases generales para su implementacién, en la primera
se busca sintetizar y caracterizar las propiedades 6pticas de los puntos de carbono en soluciéon
acuosa para la deteccion de L-Lactato a partir de la acciéon enzimatica que la lactato oxidasa
(LO) tenga sobre este, para posteriormente en la segunda fase desarrollar un sistema de vision
por computador para interpretar la informacién obtenida de la fluorescencia que se genera a
partir de los puntos de carbono en presencia de los diferentes analitos.

El presente trabajo hace parte de la fase I donde se desarrollarda una prueba de concepto,
con el fin de explorar y verificar la idea de asociar la variaciéon en la fluorescencia de los puntos
de carbono con la concentracién de peroxido de hidrogeno, subproducto asociado a la acciéon
enzimatica de LO sobre el L-lactato. Es asi que la presente investigacion se constituye como
la base fundamental para el desarrollo de un biosensor basado en papel para la detecciéon de
L-lactato y es necesaria para dar continuidad a la fase II del proyecto previamente descrito
que consiste en determinar la concentracion de L-lactato a partir de imagenes de fluorescencia
y curvas de calibraciéon por medio de técnicas de visién por computador.



1.3 Objetivos

1.3.1. General

Desarrollar una prueba de concepto para la deteccién de L-lactato en solucién acuosa
basado en la fluorescencia de los puntos de carbono en presencia del peréxido de hidrégeno.

1.3.2. Especificos

= Sintetizar y caracterizar las propiedades fluorescentes de los puntos de carbono obtenidos
por reacciéon de microondas y método solvotermal.

» Evaluar las propiedades fluorescentes en solucién acuosa de los puntos de carbono en pre-
sencia de perdxido de hidrégeno en solucién acuosa, subproducto asociado a la reaccién
de la enzima lactato oxidasa sobre el L-lactato.

= Explorar el desarrollo de una base de datos con imagenes de fluorescencia y las curvas de
calibraciéon previamente mencionadas para correlacionar y determinar la concentracién
de peréxido de hidrégeno presente en la muestra.

1.4 Contribuciones

Con el desarrollo de la prueba de concepto que se plantea en el presente trabajo se busca
identificar una respuesta de fluorescencia de los puntos de carbono que se pueda correlacionar
con la concentracion de nivel de L-lactato en la muestra. A partir de este resultado se espera
desarrollar un algoritmo y un sistema portable que permita identificar la concentraciéon de
L-lactato a partir de las curvas de calibracién e imagenes de fluorescencia de los puntos de
carbono. Es asi que los resultados del presente proyecto constituyen la base para la imple-
mentacion de un sistema sensorial portable con respuesta éptica, de facil interpretacién para
la deteccién de L-lactato.

1.5 Organizacion del documento

El presente documento se divide en siete capitulos principales. En el primer capitulo se
presenta la problematica que se busca resolver con la investigacién que aqui se desarrolla,
posteriormente se plantean los objetivos para abarcar dicha problemética y la organizacion
del documento.

El segundo capitulo corresponde al estado del arte, en donde se establecen todos los
conceptos necesarios para comprender la probleméatica y la solucién propuesta. En el estado
del arte en lo correspondiente al L-lactato se describen las rutas para la reduccién de piruvato a
L-lactato, su importancia en la medicina y los métodos de deteccion actuales. En relacién a los
puntos de carbono se describen métodos de sintesis, pruebas de caracterizacién, propiedades
y aplicaciones en sensores para la detecciéon de perdxido de hidrégeno.

En el tercer capitulo se presentan los materiales y la metodologia llevada a cabo para
el desarrollo de este proyecto. Se presentan los métodos de sintesis utilizados, las técnicas
de caracterizacion utilizadas para determinar carga superficial, grupos funcionales presentes
en la superficie de las nanoparticulas, sus propiedades dOpticas en presencia y ausencia de
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peréxido de hidrégeno y la construccion de la base de datos con las imagenes. El cuarto
capitulo contiene los resultados obtenidos de este estudio, y el andlisis de la caracterizacion
en presencia y ausencia de peréxido de hidrégeno en solucién acuosa.

En el quinto capitulo se tratan las conclusiones a las que se llegaron con base en la
discusion de los resultados. Finalmente, en el capitulo siete se plantean los trabajos futuros
que se pueden desarrollar con base a los resultados obtenidos.



Capitulo 2

ESTADO DEL ARTE

En este capitulo se presentan las rutas para la producciéon de L-lactato a partir de piruva-
to, la importancia de conocer los valores de L-lactato en el diagnostico clinico y la medicina
deportiva y se describen los sistemas de medicién de L-lactato actualmente disponibles. Ade-
més, se hace una descripciéon de los puntos de carbono (PC), los métodos de sintesis, sus
propiedades y aplicaciones en sensores de peréxido de hidrégeno, subproducto asociado a la
accién enzimatica de la lactato oxidasa sobre el L-lactato.

2.1 L-lactato como biomarcador

2.1.1. Ruta metabdlica para la produccién de L-lactato

El metabolismo es un conjunto de reacciones sincronizadas e intermediadas por enzimas,
cuyo objetivo principal es cubrir las necesidades vitales de las células y el organismo. Las
rutas metabdlicas permiten obtener energia partir de nutrientes y también la formacién de
moléculas precursoras, macromoléculas y biomoléculas con funciones especializadas. Una de
las principales rutas del metabolismo celular es la de la glucosa, puesto que es la principal
fuente de energia para el cuerpo humano y la base de muchos polisacaridos. El metabolismo
de la glucosa esta compuesto por una ruta catabdlica degradativa denominada glucélisis y una
ruta anabdlica, que sintetiza glucosa a partir de intermediarios metabdlicos, conocida como
gluconeogénesis [23].

= Glucdlisis
Es el proceso oxidativo de la glucosa que ocurre en el citosol y no requiere de oxigeno. Es
la forma mas rapida de obtener moléculas de ATP (adenosin trifosfato) para la célula.
La ruta Embden-Meyerhof, mediante un proceso catabdlico de reacciones permite la
transformacion de una molécula de glucosa a dos de piruvato. Esta ruta se divide en dos
fases, la fase preparativa y la de rendimiento energético, como se observa en la figura
2.1.



Fase preparativa
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Figura 2.1: Fases de la glucdlisis: a) fase preparativa (etapa 1 - etapa 5) y b) fase de rendimiento
energético (etapa 6 - etapa 10).

En la fase preparativa en el primer paso se da la fosforilacion de la glucosa, en donde
un grupo fosfato se transfiere del ATP a la glucosa y la transforma en glucosa-6-fosfato,
esta reaccién es catalizada por la enzima hexoquinasa y es irreversible bajo condiciones
intracelulares. En el siguiente paso la glucosa-6-fosfato se convierte en su isémero, la
fructosa-6-fosfato para que posteriormente en el paso tres un grupo fosfato pueda ser
transferido del ATP a la fructosa-6-fosfato y producir fructosa-1,6-bifosfato. Este paso
lo cataliza la enzima fosfofructocinasa, que puede ser regulada para acelerar o frenar la
via de la glucdlisis. En el cuarto paso la fructosa-1,6-bifosfato se rompe para generar
dos aztcares de tres carbonos: la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el gliceraldehido-3-
fosfato, estas moléculas son isémeros el uno del otro, pero solo el gliceraldehido-3-fosfato
puede continuar directamente con los siguientes pasos de la glucélisis. Finalmente en el
quinto paso, la DHAP se convierte en gliceraldehido-3-fosfato [24].

Continuando con la fase de rendimiento energético en el sexto paso dos semirreaciones
ocurren simultdneamente: 1) la oxidacién del gliceraldehido-3-fosfato (uno de los azi-
cares de tres carbonos que se forma en la fase inicial), y 2) la reduccién del NAD™
(Nicotinamida adenina dinucle6tido) en NADH y H™T. La reacciéon general es exer-
génica y libera la energia que luego se usa para fosforilar la molécula, lo que forma
1,3-bifosfoglicerato. Luego en el paso siete el 1,3-bifosfoglicerato dona uno de sus grupos
fosfato al ADP, transforméndolo en una molécula de ATP y en el proceso se convierte
en 3-fosfoglicerato. En el octavo paso se tiene que el 3-fosfoglicerato se convierte en su
isdmero, el 2-fosfoglicerato para que posteriormente en el paso nueve el 2-fosfoglicerato
pierda una molécula de agua y se transforme en fosfoenolpiruvato (PEP). Finalmente,
en el décimo paso el PEP de inmediato dona su grupo fosfato al ADP, y se forma la
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segunda molécula de ATP. Al perder su fosfato, el PEP se convierte en piruvato, el pro-
ducto final de la glucdlisis [24]. En resumen el balance de la fase preparatoria se observa
en la ecuacion 2.1, el de la fase de rendimiento energético en la 2.2 y la ecuacién general
de la glucdlisis en la 2.3.

glucosa + 2ATP — 2gliceraldehido — 3 — fosfato + 2ADP (2.1)
gliceraldehido — 3 — fosfato + 2ADP + NAD* + P; — piruvato + 2ATP + NADH + H* + H,O (2.2)

glucosa + 2ADP + NAD™ + P; — 2piruvato + 2ATP + 2NADH + 2H" + 2H,0 (2.3)

Destinos del piruvato
El piruvato producido en la glucdlisis puede ser metabolizado por diferentes rutas en
dependencia de las condiciones y necesidades celulares, como se observa en la figura 2.2.
Las rutas catabdlicas mas relevantes son la descarboxilaciéon oxidativa del piruvato y la
fermentacién lactica.

Condiciones aerobicas Condiciones anaerobicas
Glucosa
2 Piruvato
Piruvato Lactato
deshidrogenasa deshidrogenasa
2C0,
2 Acetil CoA 2 Lactato
Descarboxilacion Fermentacion
oxidativa del piruvato lactica

Figura 2.2: Destinos del piruvato segtin condiciones fisiolégicas de oxigenacion.

Bajo condiciones aerdbicas se da el proceso de descarboxilacién oxidativa del piruvato,
en donde el primer paso es una descarboxilacion que origina una molecula de acetil
CoA, la cual por el ciclo de Krebs se degrada y produce ATP. La reaccién de esta
descarboxilacién oxidativa del piruvato se muestra en la ecuacién 2.4 [23].

piruvato + CoA — SH + NAD' <= CO; + acetilCoA + NADH + H* (2.4)

Por otro lado, bajo condiciones anaerébicas o hipéxicas el piruvato se reduce a L-lactato
por accion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), como se observa en la figura 2.3.
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Piruvato L-Lactato

NAD*
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CHs LDH CHs

Figura 2.3: Reduccién piruvato a L-lactato catalizada por la enzima LDH.

La fermentacién lactica ademas de producir la reduccién de piruvato a L-lactato, propor-
ciona un mecanismo de conversién de NADH y H* a NAD™ para evitar una paralisis
celular energética por falta de NAD™T para realizar la glucélisis. Cuando se presentan
altas concentraciones de L-lactato en la sangre, el pH disminuye y puede producirse
acidosis [25]. Es por ello que el L-lactato debe ser reciclado por medio de la sangre
que llega al higado, donde se convierte en piruvato por el proceso de gluconeogénesis,
como se observa en la figura 2.4. Dependiendo de la demanda energética el piruvato se
almacena como glucégeno o es convertido nuevamente a glucosa [23].

Gluconeogénesis Glucdlisis
Glucosa Glucosa
NAD* NAD*

NADH NADH
6ATP 2ATP
Piruvato Piruvato
NAD* NADH

L-Lactato L-Lactato
Higado Miusculo Esquelético

Figura 2.4: Ciclo de Cori que relaciona la glucdlisis y gluconeogénesis.

2.1.2. Ruta alterna de interés para la produccién de L-Lactato

Una ruta alterna a la explicada previamente para producir piruvato a partir de L-lactato
es haciendo uso de la enzima lactato oxidasa (LO). La LO es una enzima de la especie de las
oxidasas, una flavoproteina globular. Para su produccién comercial se hace uso de microorga-
nismos como las bacterias del tipo Pediococcus sp. o Aerococcus viridans [26]. En presencia
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de oxigeno molecular, la enzima cataliza la oxidaciéon de L-lactato a piruvato, produciendo
peréxido de hidrégeno (H202) el cual es electroquimicamente activo (figura 2.5) [27].

Piruvato L-Lactato
0y..0" ey
e o} c o
HO2  +  ¢=0 HO-C-H + O
CHs CH3

LO

Figura 2.5: Reduccién de piruvato a L-lactato catalizada por la enzima LO.

Esta enzima se usa comercialmente para el desarrollo de pruebas de laboratorio con el fin
de conocer la concentracion del L-lactato presente en la muestra. En general sus aplicaciones
hacen uso del HyOy subproducto de la oxidacién, el cual puede provocar cambios en determi-
nado transductor (electroquimico u 6ptico). Por ello a lo largo del desarrollo del proyecto se
harad uso del HyO4, por su relacién de proporcién 1:1 con el L-lactato.

2.1.3. Importancia en la medicina

Los niveles de L-lactato en sangre en una persona sana varian entre 0.5 - 1.5 mM. Cuando se
hace una actividad deportiva que requiere una alta demanda energética estos pueden aumentar
a 12 mM y como maximo llegar a los 25mM [7]. En caso de estar en estado de reposo y
presentar un aumento en los niveles de L-lactato, esto puede deberse a estados fisiologicos
bajo condiciones anormales. A continuaciéon se describen los casos en los que se presentan
aumento de L-lactato y la utilidad de su deteccion.

A. Diagnéstico clinico

Cuando las células se ven privadas de oxigeno o el organismo estd bajo condiciones de
actividad extenuante, la producciéon de L-lactato puede aumentar en una razén maéas ra-
pida que en la que ocurre su depuracién[28]. Clinicamente, esta condicién se denomina
hiperlactatemia. Ademads de producirse hiperlactatemia por un aumento en los niveles de
L-lactato, esta puede darse por problemas en la depuracién, generando una acumulacién
de este metabolito [29]. En la tabla 2.1 puede observarse la proporcién de produccién y de-
puracién con los respectivos érganos implicados. La hiperlactatemia se clasifica en tipo A,
que se da por una activacion del metabolismo anaerébico por hipoxia tisular y tipo B, que
no se relaciona con causas anaerdbicas y puede ser causada por enfermedades subyacentes
como insuficiencia renal o hepética, firmacos o errores innatos del metabolismo[30].

Tabla 2.1: Produccién y depuracién de L-lactato. Tomada de [31]

Produccién Depuracién
Musculo esquelético 25 % ,
Piel 25 % Higado 60 %

Rinén 30 %
Musculo esquelético 5 %
Miisculo cardiaco 5%

Eritrocitos 20 %
Cerebro 20 %
Intestinos 10 %

En caso de un aumento por hipoxia, es decir en casos de hiperlactatemia tipo A se

10



busca suplir las necesidades metabélicas por medio de la ruta anaerébica. Para acentuar
esa demanda energética, se estimula la reduccién de piruvato a L-lactato, como una
fuente de NAD™ para realizar el proceso de glucélisis. En estos casos la tasa global de
produccién excede la capacidad renal y hepatica de depuraciéon y por lo tanto se produce
acumulacién en los niveles de L-lactato, disminuyendo el pH y generando acidosis lactica
[32]. Durante una hipoxia severa, el ATP producido es insuficiente para equilibrar las
necesidades energéticas osmoticas e idnicas, por lo que la membrana celular sufre una
despolarizacion acentuada que produce finalmente un edema celular y muerte celular
[33].

En la hiperlactatemia tipo B, se da un exceso de produccién de L-lactato o la inhibicién
en su depuracién, por causa de enfermedades subyacentes como la insuficiencia hepética,
insuficiencia renal, insuficiencia respiratoria, diabetes o sepsis [34]. Particularmente en la
insuficiencia hepdtica, los niveles de L-lactato aumentan debido a su acumulacién, causada
por un mal funcionamiento del proceso de depuracion, pues el higado es el principal 6rgano
encargado de esto [35]. Por otro lado, en el caso de la diabetes se produce una disminucién
en la actividad enzimética del proceso aerdbico, llevando al sistema a producir ATP por
medio del sistema anaerébico y por lo tanto un aumento en la produccién de L-lactato
[36].

Es asf que la deteccion y cuantificacién de L-lactato constituye una parte muy importante
para el diagnéstico, interpretacién y tratamiento de problemas patologicos relacionados
con hipoxia, problemas de sepsis, renales, hepéaticos o a causa de medicamentos. Otro caso
en el que es importante conocer continuamente los niveles de L-lactato, es en aquellos
pacientes criticamente enfermos, pues esto permite un criterio médico mas objetivo con
el fin de establecer riesgos y guiar tratamientos encaminados a evitar posibles choques
sépticos y problemas de acidosis lactica. En caso de ingresar por urgencias el L-lactato
debe medirse como maximo luego de las 3 horas de ingreso, monitoreando sus valores
continuamente cada 6 horas [37].

Medicina deportiva

En el caso de los deportistas de alto rendimiento se activan los misculos de contraccion
rapida, aumentando la demanda de ATP a tal punto que las mitocondrias que tienen
se saturan y no pueden continuar la produccién de este nucleétido [6]. En ese punto se
procede a hacer uso de la ruta anaerébica como una respuesta rapida a la demanda de
energia que se tiene por la actividad muscular, aumentando los niveles de L-lactato [24].
Cuando el L-lactato aumenta a un ritmo mayor en comparaciéon con la depuracién, se
acumula en el musculo y se utiliza como indicador de la adaptacién de un atleta a sus en-
trenamientos deportivos. Por ello, la medicina deportiva requiere un monitoreo constante
dependiente de las series sobre los niveles de L-lactato con el objetivo de para establecer
un umbral lactico que indique el nivel de entrenamiento del atleta, el rendimiento en los
entrenamientos y su resistencia [38]. El umbral lactico corresponde a la maxima capaci-
dad del atleta para realizar una actividad fisica de alta demanda energética, por ello a
medida que el atleta aumenta su resistencia y capacidad fisica se espera que le tome mas
tiempo llegar a este umbral.
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2.1.4. Sistemas actuales de medicién de L-lactato

Actualmente los sistemas convencionales para la medicién de L-lactato se pueden clasificar
en sensores portatiles basados en sistemas electroquimicos o pruebas clinicas de laboratorio,
como se observa en la figura 2.6. Estos sistemas sensan y cuantifican el metabolito en muestras
de suero sanguineo, lo que implica una recolecciéon de muestra invasiva y en ocasiones calificada

como dolorosa [12].
&
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Figura 2.6: Formas de deteccién convencionales de L-lactato.

A. Electroquimicos

Los sistemas portatiles que actualmente se encuentran en el mercado basan su funcio-
namiento en reacciones electroquimicas enzimaticas. En las que se usa un dispositivo
para interpretar el cambio de corriente producida por reacciones de oxidacién o reduc-
cién intermediada por enzimas en electrodos. Para la deteccién de L-lactato los sensores
electroquimicos hacen uso de las enzimas lactato deshidrogenasa (LDH) y lactato oxidasa
(LO). La LDH tiene actividad catalitica para la conversién de L-lactato NADH y Ht a
NADT y piruvato. La NAD™ actiia como mediador para transportar los electrones entre
la enzima y el electrodo, en la superficie del electrodo la NADH se oxida bajo la influen-
cia de un potencial aplicado y la corriente de oxidacion es directamente proporcional a
la concentracién de L-lactato en la muestra. Por otro lado, la LO al oxidar el L-lactato
forma perdxido de hidrégeno, el cual es electroquimicamente activo y puede reducirse u
oxidarse para dar una corriente eléctrica directamente proporcional a la concentracion
del L-lactato [12].
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En Bogota el dispositivo comercial estdndar es el Lactate Scout, que basa su funciona-
miento en un un sistema electroquimico que tiene como muestra sangre, y usualmente es
utilizado para el control fisioldgico y bioquimico de los atletas de alto rendimiento [39].
Fl sensor presenta un rango de deteccién de 0.5 - 25 mM y resultados en un lapso de 15
segundos. Se suministra con una solucién de calibracién que se utiliza como control de
calidad para garantizar que el equipo funciona correctamente. En la tabla 2.2 se pueden
observar otros sensores disponibles en el mercado basados en sistemas electroquimicos
con sus respectivos rangos de deteccién.

Tabla 2.2: Sensores disponibles comercialmente de L-lactato [5], [13]

Sensor Rango de deteccién (mM) Tiempo de andlisis (s)
Lactate Pro 0.8 - 23.3 60
Lactate Plus 0.3-25 13

Lactate Scout 0.5-25 15
The edge 0.7 - 22.2 45
Lactate Xpress 0.3-20 13

Algunas desventajas que presentan estos sensores es que requieren de tiras reactivas plas-
ticas para recolectar la muestra bioldgica y realizar la reacciéon enzimatica, suponiendo un
alto costo econémico y medioambiental. Ademéds aunque permite la adquisicion de datos
en el punto de atencion del paciente, los sensores no presentan un buen comportamiento
en rangos de L-lactato superiores a 8 mM, de forma que no permiten un correcto monito-
reo del analito bajo condiciones clinicas o actividades deportivas de alto rendimiento[11],
[13], [14].

La dificultad en obtener precision en la medida de concentracién de L-lactato, cuando se
une la enzima LDH, se puede deber a que la oxidacién de la coenzima es una reaccion
reversible, lo que se traduce en una produccién minima de especies NADH, dificultado su
cuantificacion [40]. Por otro lado, si se hace uso de la enzima LO, los problemas pueden
deberse a que la enzima cuenta con una capa proteica, que se comporta como una barrera
a la transferencia de electrones, por lo que esta separacién y la distancia entre el mediador
y la enzima disminuyen el funcionamiento éptimo del sensor [41].

Cambios de absorcién

Entre las pruebas que se realizan en laboratorios se encuentran las que se basan en
cambios de absorcién. Estas hacen uso de la lactato oxidasa (LO) para oxidar el L-lactato
y generar peréxido de hidrégeno, como se observa en la ecuacion 2.5.

L — lactato + Oy Lo, piruvato + HyOo (2.5)

Posteriormente el peréxido de hidrégeno es utilizado para generar un cromoégeno por
medio de la peroxidasa. De esta forma la intensidad cromatica del complejo formado es
directamente proporcional a la concentraciéon del L-lactato y se determina midiendo el
aumento de absorbancia de la banda ubicada entre 540 nm y 550 nm. Algunas desventajas
que presenta este método es la recoleccién de la muestra, pues algunos recipientes pueden
afectar el resultado, ademas se debe hacer un proceso de centrifugacion y separaciéon para
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recolectar tnicamente el plasma sanguineo. Este método requiere de personal especiali-
zado para el manejo y transporte de muestras, ademas se requieren de equipos como el
espectrofotometro para su respectivo analisis. No es apto para ser usado en los puntos de
atencién al usuario, pues la muestra debe ser transportada para ser analizada, ademas
la manipulaciéon de la muestra requiere de mayor cuidado y limpieza para garantizar la
estabilidad de los reactivos y obtencién de resultados correctos [15], [16].

C. Cambios de fluorescencia

Como alternativa a los métodos mencionados previamente se han desarrollado estudios
donde se hace uso de la fluorescencia para la deteccién del L-lactato. De Marcos, et al.
desarrollaron un método de deteccién de L-lactato en sangre, basandose en la fluorescencia
dada por la NAD™T y haciendo uso de la oxidacién del piruvato con la enzima LDH,
el método presenta un rango de deteccién de 2-20 pg/mL [42]. Durante la reaccién la
intensidad de la fluorescencia de la NAD™ disminuye y esto se asocia al aumento de
las concentraciones de L-lactato. Por otro lado, Groegel, et al. desarrollaron un método
basado en la deteccion de perdxido de hidrégeno, el cual se obtiene a partir de la oxidacion
del L-lactato por la enzima LO. El funcionamiento se debe gracias a una transferencia de
electrones entre el peréxido de hidrégeno y el fluoroforo 4-amino-1,8-naftalimida acoplado
a p-anisidina, la intensidad de la fluorescencia aument6 en funcién de la concentracion
de L-lactato [43]. El método presenta un rango de deteccién de L-lactato de 0.5 a 10 pM
con un tiempo de respuesta de seis minutos y un limite de detecciéon de 164 nM.

Estos métodos requieren de equipos especializados para hacer la medicion de la senial de
intensidad, ademas de personal especializado para su interpretacién y manejo de mues-
tras. Ademaés como se menciono previamente aquellos métodos que hacen uso de la enzima
LDH para hacer la conversién a NAD™ presentan inconvenientes pues al ser una reac-
cién reversible se pueden perder especies del analito y por lo tanto obtener un resultado
erréneo, puesto que estos sistemas se basan en la fluorescencia de la coenzima NAD™T.

Los sistemas previamente explicados son los que se encuentran actualmente disponibles
para la medicién del L-lactato. Sin embargo, presentan desventajas como le necesidad de
equipos y personal especializado para la interpretacién de resultados. Es asi que en los tltimos
anos con el fin de evitar esos problemas surge el interés en las nanoparticulas con propiedades
Opticas, que presentan respuestas fluorescentes en presencia de diversos analitos y permiten
identificar el cambio dado por concentracién basandose en la intensidad de emisién. Los puntos
de carbono han llamado especialmente la atencién por sus propiedades fluorescentes para
aplicaciones biomédicas, como sensores de metabolitos como la glucosa y el L-lactato [44].

2.2 Puntos de carbono

2.2.1. Sintesis

Los puntos de carbono (PC) son nanoparticulas de morfologia cuasi-esférica, de didmetro
usualmente inferior a 10 nm. Los PC estan compuestos de carbono (principalmente de cardcter
sp? y, a veces,sp®), aunque su estructura final es dependiente de la composicién quimica de
los precursores utilizados para sus sintesis [45]. Los métodos de sintesis pueden clasificarse
como “top down” o “bottom up”. En los métodos “top down” se usan como precursores piezas
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grandes como grafito, grafeno, nano-diamantes u hollin de carbono y técnicas como combustion
térmica, ablacién laser y oxidacién quimica o electroquimica, esta forma de sintesis presenta
desventajas como bajo control del tamafio de las nanoparticulas o bajo rendimiento cuantico
y ventajas como ser procesos rapidos y sencillos. Por otro lado, para los métodos “bottom up”
se reportan precursores como acido citrico y precursores biolégicos como carbohidratos. En
cuanto a las técnicas se usan aquellas como la carbonizaciéon basada en calor como solvotermal
o hidrotermal o aquellas que hacen uso de irradiacién asistidas por microondas [46]-[48].

El método asistido por microondas se basa en la capacidad de las moléculas polares para
absorber la radiacién de microondas y convertirla en calor por medio de calentamiento die-
léctrico. Esto se da debido a que las moléculas polares generan calor a través de la pérdida
dieléctrica y la friccién entre ellas [49]. Este proceso de sintesis presenta ventajas con respecto
a otras técnicas de calentamiento pues la reaccién es rapida y eficiente. Esta técnica permite
una distribucién homogénea del calor, evitando la formaciéon de subproductos que posterior-
mente deben eliminarse en el proceso de lavado [50]. Dado que la irradiacién de microondas se
puede detener instantaneamente, el riesgo de sobrecalentamiento de las muestras generalmen-
te se minimiza. Las principales limitaciones de las reacciones asistidas por microondas estan
relacionadas con la presiéon que puede alcanzar el reactor pues esta directamente relacionada
con el punto de ebullicién del disolvente y la temperatura de reaccién. Otro inconveniente es
el volumen requerido para la ampliacién comercial. La mayoria de los reactores de microondas
funcionan en un sistema basado en recipientes pequenos, lo que impide su uso en reacciones
a gran escala [51].

En el proceso de sintesis por el método solvotermal se hace uso de un reactor autoclave,
que consiste en un recipiente de presion encargado de conseguir la temperatura deseada y cuyo
cuerpo es de acero inoxidable, ademéds tiene una cédmara presurizada de teflon en la que se
introducen los elementos a reaccionar. El funcionamiento de este se basa en la transferencia de
calor por conducciéon. Tipicamente se observan distribuciones de temperatura heterogéneas
dentro del recipiente de reaccién, donde el exterior esta mas caliente y el centro mas frio,
esto puede resultar en reacciones incompletas y promover la formacién de subproductos e
impurezas [52]. Requieren tiempos de reaccion largos para asegurar que el medio de reaccién
haya alcanzado completamente la temperatura establecida. La exposicion prolongada al calor
puede en algunos casos conducir a la degradacién de los reactivos minimizando el rendimiento
o simplemente impidiendo que ocurra la reaccién. Como ventajas presenta el poder reaccionar
voliimenes mayores en comparacién con la técnica asistida por microondas, ademas permite
reaccionar solventes no polares.

2.2.2. Pruebas de caracterizacién

A. Potencial Zeta

El potencial zeta (PZ) representa la magnitud de atraccién o repulsién electrostética
entre las particulas, lo cual es ttil para determinar la estabilidad de las nanoparticulas.
El PZ se halla ubicando la muestra en un campo eléctrico midiendo la cantidad de trabajo
que debe realizar la nanoparticula para moverse, técnica que se conoce como dispersion
electroforética [53].

B. Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) brinda informacion
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cuantitativa sobre los grupos funcionales presentes en la superficie de los PC. El espectro
infrarrojo identifica la estructura molecular de estos grupos funcionales basandose en la
vibracién y rotaciéon de los atomos. Cuando se atraviesa una muestra con una longitud de
onda especifica, la muestra absorbe la energia de esta cuando es igual a la energia necesaria
para que se dé una vibracién de los atomos. Las muestras se irradian con longitudes de
onda que van desde los 4000 em ™! a los 400 em ™!, por ello es necesario reconstruir el
espectro a través de la transformada de Fourier [54].

C. Espectroscopia ultravioleta-visible

La espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis) se utiliza para determinar las propiedades
de absorcién y emisiéon de las nanoparticulas. El funcionamiento de este se basa en las
transiciones de los electrones entre las bandas de energia de las moléculas al ser excitados.
Estas transiciones son dependientes de los enlaces presentes en las moléculas. Cuando a
los electrones se les excita a una longitud de onda igual a la energia necesaria para pasar
de un estado fundamental a un estado de mayor energia, estos la absorben y hacen la
transicion entre las bandas de energia, lo que genera los espectros de absorciéon. Cuando
los electrones regresan a su estado fundamental desde un estado de mayor energia se
produce la emisién de la luz, y a partir de esto se obtienen los espectros de emision [55].

2.2.3. Propiedades

Los PC poseen propiedades opticas y fisicoquimicas que han sido estudiadas desde su
descubrimiento [56]. En cuanto a las propiedades fisicoquimicas los PC tienen la capacidad
de presentar estabilidad coloidal y de adherirse a moléculas en su superficie por medio de
interacciones electrostaticas, hidrofébicas o por la formacién de enlaces covalentes [48]. En
cuanto a sus propiedades 6pticas los PCs tienen la propiedad de generar fluorescencia en el
espectro visible al ser irradiados con luz UV-Vis. Ademés presentan propiedades como fotoes-
tabilidad y ausencia de fotoblanqueo [20], [21]. Es asi que ha aumentado el interés en los PC
en aplicaciones biomédicas como agentes de contraste para muchas técnicas de adquisicién de
imégenes, plataformas teragndsticas y de liberacién de medicamentos y biosensores [57]. Para
aplicaciones en biosensores los PC han sido usados como elemento transductor electroquimi-
co, piezo-electrico u éptico que reacciona ante la presencia del analito de interés. En el caso
de los biosensores 6pticos estos se basan en la respuesta ante diferentes analitos, provocando
inhibicién o aumento en la intensidad de emision [58].

2.2.4. Aplicaciones en detecciéon de peréxido de hidrégeno

El uso de fluorescencia ofrece ventajas, como proporcionar resultados analiticos mediante
lectura visual directa y mejorar la precisién y sensibilidad, con bajos limites de deteccion. Es
por ello que han surgido estudios en los que los puntos de carbono cambian su intensidad de
fluorescencia en funcién de la concentracién de peréxido de hidrégeno, demostrando un buen
comportamiento en los rangos y limites de deteccién [17]. En la tabla 2.3 se observan algunos
de los estudios que se han desarrollado para la detecciéon de perdxido de hidrégeno con su
respectivo rango de deteccién.
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Tabla 2.3: Estudios desarrollados haciendo uso de puntos de carbono para la deteccién de
peréxido de hidrégeno

Nanoparticula Precursores Rango de | Limite de | Referencia
deteccién deteccién
(mM) (mM)

Puntos de carbono Acido citrico y tiramina | 1-7.5 - 10~* 8141077 | [22]

Puntos de carbono L-penicillamina 0.1-100-1073 | - [59]

Puntos cudnticos de carbono | Higado de cerdo 5-60- 1073 0.86 - 1073 | [60]

Puntos cudnticos de carbono | Granos de mostaza 0.02-0.2 0.015 [61]

Puntos de carbono Acido citrico 1-20-1073 0.98 - 1073 | [62]

Rossini, et al. desarrollaron un sensor para la detecciéon de L-lactato haciendo uso de
puntos de carbono [22]. El sensor basa su funcionamiento en el comportamiento de los puntos
de carbono en presencia del peréxido de hidrégeno, que se obtiene a partir de la oxidacién del
L-lactato por medio de la lactato oxidasa. Se observo que la intensidad de fluorescencia de los
puntos de carbono disminuye cuando aumenta la concentraciéon del peréxido de hidrégeno,
el sensor tiene como muestra suero sanguineo o saliva y presenta un rango de deteccion
de 1-7.5:10~%mM y un limite de detecciéon de 8.14-10""mM. Para hacer una lectura de las
concentraciones los autores hacen uso de la técnica de espectrofotometria, por lo que requieren
de equipos de alto costo y personal capacitado para la interpretaciéon de los resultados.
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Capitulo 3

METODOLOGIA

En la figura 3.1, se puede observar el diagrama de flujo del proceso que se llevé a cabo
para la ejecucion del proyecto. La primera etapa consiste en la sintesis de puntos de carbono
(PC) por método de reaccién por microondas y solvotermal, a continuacién se realizé la carac-
terizacién de las nanoparticulas obtenidas y finalmente la caracterizacién de las propiedades
fluorescentes en presencia y ausencia de peroxido de hidréogeno por medio de la construccion
de una base de datos con imégenes de las soluciones bajo irradiaciéon de 365 nm y curvas de
calibracién de la intensidad de emision.

Caracterizacion Caracterizacion

Sintesis de las de las ., para la deteccion
nanoparticulas nanoparticulas de L-Lactato

Meétodo de reaccion ) e
— asistido por — Proplgdades de . L pgréxido de
nlicroondas abSOI‘ClOIly emision h1 dl_égeno

Meétodo de reaccion

solvotermal — Carga superficial

Grupos funcionales

—— S
superficiales

Figura 3.1: Etapas de la metodologia desarrollada en el proyecto.

3.1 Sintesis de puntos de carbono

En general los procedimientos de sintesis contaron con tres etapas principales, la sintesis,
el lavado y el secado. Los tipos de sintesis utilizados en este proyecto fueron del tipo "bottom-
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up', consiguiendo una carbonizacién de los precursores organicos basada en radiacién o calor.
Se realizo un proceso de lavado con el fin de minimizar la presencia de productos secundarios y
precursores sin reaccionar de diferentes tamanos y perfiles de dispersabilidad, evitando errores
en los resultados por presencia de impurezas fluorescentes [63]. Para el lavado se hizo uso de
métodos como filtracién, centrifugacién y cromatografia por columna. Para eliminar la materia
insoluble se usaron filtros de jeringa de tamafio de poro de 0,2 pm, de esta forma las impurezas
que tenian mayor tamano que el poro fueron excluidas. El proceso de centrifugaciéon se utilizod
para eliminar las impurezas insolubles que se encontraban en el fondo del tubo y al finalizar
el proceso se separd y almacend el sobrenadante que contenia los PC.

Para eliminar las pequenias impurezas insolubles se realizo6 el proceso de cromatografia por
columna. El mecanismo de separacion se basa en el tamafio de las moléculas, de las moléculas
capaces de penetrar los poros las primeras que eluyen son las grandes y luego las demas en
orden decreciente de sus masas moleculares. Este paso consistié en una fase estacionaria y
una fase movil, la fase estacionaria se obtuvo al mezclar gel de silice y una soluciéon buffer
en una pipeta pasteur, con un didmetro de 7 mm y altura de 5 cm, formando granulos de
distintos tamanos [64]. La fase mévil consistia en la dispersién de la solucién que se obtuvo
a partir del proceso previo de lavado. Para seleccionar los recipientes que contenian los PC
se irradiaban bajo una lampara de luz UV de 365 nm, con el fin de diferenciarlos de los
fluoroforos y residuos.

3.1.1. Sintesis asistida por microondas

FEn la figura 3.2 se observa el proceso de sintesis de los puntos de carbono llevada a cabo por
el método de reaccién asistido por microondas. Este es un proceso modificado al realizado por
Rossini, et al. [65]. Los reactivos que se utilizaron fueron 0.5g de 4cido citrico (Scharlau) como
precursor organico y 3mL de N,N-dimetilformamida (Scharlau) y 3 mL de etanol absoluto
(Scharlau) como disolventes. Como primer paso se realizé el pesaje de los materiales seguidos
de un proceso de agitaciéon tipo vortex y sonicacién por 5 minutos. La solucién resultante se
introdujo en el reactor de sintesis de microondas MONOWAVE 50 (Anton Paar, Austria),
durante 5 minutos a una temperatura de 175°C y utilizando el método de calentamiento
AFAP (As fast as posible) con una duracién total de 15 minutos (5 minutos de calentamiento,
5 minutos de reaccién y 5 minutos de enfriamiento). Posterior a la sintesis se llevé a cabo la
etapa de lavado, para esto se realizé una centrifugacién a 10.000 rpm por 10 minutos, luego
se filtré a través de un filtro de jeringa de 0,2 pm y por dltimo se realizo cromatografia por
columna haciendo uso de una fase estacionaria constituida por gel de silice y la solucién buffer
(agua miliQ) y acetonitrilo) y una fase mévil dada por la solucién. Para el proceso de secado se
utilizo un horno a 65°C por 12 horas. Las muestras se almacenaron secas en tubos eppendorf
de 2 mL, para luego disolverse y ser utilizadas.
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Figura 3.2: Proceso de sintesis de puntos de carbono por método de microondas.

3.1.2. Sintesis solvotermal

El proceso de esta técnica de sintesis se puede observar en la figura 3.3. Este es un proceso
modificado al realizado por Rossini, et al. [22]. Los reactivos que se utilizaron fueron 1 g de
acido citrico (Scharlau) y 1 g de urea (Sigma-Aldrich) como precursores orgénicos y 15 mL
de formamida (Sigma-Aldrich) como solvente. Como primer paso se realizé el pesaje de los
materiales, seguidos de un proceso de sonicacion por 10 minutos. La soluciéon resultante se
introdujo en el reactor solvotérmico, durante 12 horas a una temperatura de 160°C. Posterior
a la sintesis se tuvo la etapa de lavado, para esto se hizo una centrifugacion a 4.000 rpm
por 20 minutos, se retir6 el sobrenadante y este se centrifugd nuevamente a 10.000 rpm por
10 minutos dos veces, luego se filtré a través de un filtro de jeringa de 0,2 pm y por ultimo
se realizo cromatografia por columna haciendo uso de una fase estacionaria constituida por
gel de silice y la solucién buffer (agua miliQ y acetonitrilo) y una fase mévil dada por la
solucién. Para el proceso de secado se utilizé6 un horno a 100°C por 6 horas. Las muestras se
almacenaron secas en tubos eppendorf de 2 mL, para luego disolverse y ser utilizadas.
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Figura 3.3: Proceso de sintesis de puntos de carbono por método solvotermal.

3.2 Caracterizacién de los puntos de carbono

Los puntos de carbono fueron caracterizados por la prueba de potencial zeta (PZ) para
conocer su carga superficial, espectroscopia de infrarrojo (FTIR) para la identificar los grupos
funcionales superficiales y Espectrofotometria UV-Vis y fluorescencia para la determinacion
de las propiedades de absorcién y emisién de los puntos de carbono.

3.2.1. Potencial zeta

La prueba PZ se realiz6 con el equipo Zetasizer-Malvern intruments del Laboratorio de
Ingenieria de Tejidos de la Universidad de los Andes. Las muestras se dispersaron a una
concentraciéon de 1 mg/mL en agua destilada.

3.2.2. Espectroscopia infrarroja (FTIR)

La caracterizacién de los espectros de FTIR se hizo con el equipo ThermoScientific Nicolet
iS5 FTIR y el software OMNIC. Se tomaron las mediciones de los PC en estado solido a partir
de una muestra de 10 mg y se analizaron por medio del software Origin Lab ®.

3.2.3. Espectroscopia Uv-Vis

Los espectros de absorcion UV-Vis y fluorescencia de los puntos de carbono se obtuvieron
por medio del espectrofotémetro FLAMES-S-XR1-ES, con el software Ocean View a tempe-
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ratura ambiente. Las mediciones se tomaron en un rango de longitud de onda desde 200 nm
a 800 nm usando una celda de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico. Los datos obtenidos de Ocean
View fueron tratados con el software Origin Lab ®para obtener las graficas de absorcién y
emisién en funcién de la longitud de onda y finalmente obtener una curva de calibraciéon que
permita conocer la concentracién de puntos de carbono obtenida en funcién de estas.

3.3 Caracterizacién de las propiedades de fluorescencia para la deteccion de
L-lactato

La fluorescencia exhibida por los PC es proporcional a la cantidad de nanoparticulas
que generan este fendémeno 6ptico. En este caso se evaluaron cambios en la intensidad de
la fluorescencia en presencia del perdxido de hidrégeno, el cual es producto de la accién
enzimatica de la enzima lactato oxidasa en el L-lactato para convertirla en piruvato.

Por espectroscopia de fluorescencia se construyeron curvas de calibracién haciendo uso del
area bajo la curva de la intensidad de fluorescencia de los puntos de carbono en funcién de la
concentracién del peréxido de hidrogeno. Esto se hizo variando la concentracion del analito
desde 0 mM hasta 50 mM. Ademads por cada concentracién de perdxido de hidrégeno se toméd
una fotografia bajo la irradiaciéon de una lampara de 365 nm.

Las imagenes adquiridas se almacenaron en carpetas diferentes dependiendo el método de
sintesis (Asistida por microondas, solvotermal), ademés se crearon subcarpetas con nombre de
la concentracién constante de los puntos de carbono. Las imagenes se almacenaron tituladas
con la concentracién de perdxido de hidrégeno presente en la solucién.

Con el objetivo de identificar si se presenta una variacién en las imagenes en funcién de
la concentracién del perdxido de hidrégeno se hizo uso del software MATLAB R2021a. Para
esto se realizé una segmentacién por umbral para crear una mascara con la regién de interés
(ROI), como se observa en la imagen 3.4. La imagen original se pasé a escala de grises y se
operd con la méascara que se obtuvo. A partir de la imagen segmentada se hallé el contraste a
partir de la distribucion de los valores de pixeles dado por la matriz de co-ocurrencia en niveles
de grises, con estos se hizo la correlacién con la concentracién de perdxido de hidrégeno.

22



Figura 3.4: Proceso de segmentaciéon. A) Imagen original. B) Méscara para realizar la seg-
mentacién. C) Imagen segmentada en escala de grises
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos del proceso de sintesis de puntos
de carbono y sus propiedades de acuerdo a las técnicas de caracterizacién. Adicionalmente,
se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacién de la fluorescencia en presencia
del peréxido de hidrégeno, sus curvas de calibracion y las correlaciones dadas a partir de las
iméagenes.

De la sintesis se pudo observar que en el caso del método de microondas no se necesité de
tantos procesos de lavado como en el método solvotermal, sin embargo para aplicaciones donde
se requiera produccion a escala el método solvotermal presenta ventajas pues permite sintetizar
mayor cantidad de nanoparticulas. En la figura 4.1 se observan ejemplos de muestras que se
obtuvieron del proceso de sintesis y lavado por cromatografia de columna, los recipientes se
cambiaron cada que se completaban 0,2 cm en altura de estos. En el caso del método asistido
por miroondas los recipientes que se observan son del sexto al decimosegundo. Por otro lado en
el caso del método solvotermal corresponden del recipiente decimosegundo al decimoctavo. Los
que se observan en la figura son aquellos que presentaron mayor fluorescencia al ser irradiados
bajo una luz de 365 nm.

Asistido por microondas

e — e — Ao A <

Meétodo solvotermal

Figura 4.1: Muestras obtenidas a distintos tiempos por cromatografia de columna bajo luz de
365 nm.
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4.1 Caracterizacion de los puntos de carbono

4.1.1. Meétodo asistido por microondas

En la figura 4.2 se observan puntos de carbono obtenidos a partir de la sintesis asistida
por microondas (PC-M) a una temperatura de 175°C, irradiados bajo una luz de 365 nm.
Ademsds se observan los espectros de absorcién y emisién de PC a una concentracién de
2mg/mL dispersos en agua, lo que indica que el método de sintesis favorece la formacién de
PC fluorescentes.

—— Absorbancia (U. Arb)
Intensidad (U. Arb)

0,8 4

0,6

0,4

0,2

0,0

T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
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Figura 4.2: Propiedades 6pticas de PC-M a 2 mg/mL en solucién acuosa.

A partir del proceso de lavado y secado se obtuvo una muestra de 10 mg para usarse en
la técnica de caracterizacion FTIR. En la figura 4.3 se observa la informacién estructural de
la superficie de los PC-M. Entre los 4000 ecm ™! y 2500 cm ™! se encuentra la regiéon de enlaces
de unioén simple a H, segtin la grafica se tienen enlaces asociados a las funcionalidades -OH y
-CH. Las uniones dobles se observan en la regién de 2000 cm ="' a 1500 em ™!, confirmando la
presencia de enlaces -C=C y -C=0. Finalmente en la regién que va desde los 1500 em ™" a
600 em ™! se tienen las uniones simples, en este caso C-O. A partir de los resultados se puede
deducir que el acido citrico usado para la sintesis de los PC sirve como fuente de las especies
atémicas O, C y H para los enlaces -OH, -C=0 y -CH. Por otro lado, los enlaces -C=C y C-O

se atribuyen a las hibridaciones sp? y sp® caracteristicas de los PC.

25



100 +

Transmitancia (%)
W
@]

O-H

cco GO

v 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda (cm™)

Figura 4.3: FTIR de PC-M sintetizados a partir de 4cido citrico.

Para el estudio de las propiedades épticas se variaron las concentraciones de los PC de 0,25
mg/mL a 2 mg/mL dispersos en agua. El espectro de absorcion en funcién de la concentracién
se puede observar en la figura 4.4. Se muestra que los espectros estan centrados a la longitud
de onda de mayor transiciéon. Los maximos de las bandas de absorcién varian entre los 200
nm y 300 nm, los cuales se atribuyen a las transiciones 7-7*, dadas por el enlace -C=C [66],
como se mencioné previamente atribuidas a las hibridaciones sp? de los PC. En la gréfica
se evidencia un corrimiento en funcién a las concentraciones de los PC, esto puede deberse
a los puentes de hidrégeno que se forman entre el agua y el enlace -C=0, pues a mayor
concentracién mas puentes de hidrégeno se presentan y por lo tanto mayor corrimiento en la
banda de absorcién. Para verificar que el corrimiento se da por el solvente, entonces deberia
compararse con otros solventes, distintos al agua.

Para estudiar el comportamiento de la absorcién en funcién de la concentracion de los
puntos de carbono se realizé una curva de calibracién como se presenta en la figura 4.5. Para
determinar el punto de absorbancia por cada concentracién se hall6 el area bajo la curva del
espectro. En la grafica se evidencia un comportamiento lineal en funcién de la concentracion
de los puntos, es decir a mayor concentracion mayor absorcion se tiene por parte de los PC.
A partir del coeficiente de determinacion ajustado (Adj. R?), con un valor de 0,96 se puede

interpretar que hay un modelo de ajuste lineal que predice de forma eficiente la variacién de
la absorcién en funcién de la concentracion.
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Figura 4.4: Espectros de absorciéon en funcién de la concentracién de los PC-M sintetizados a
partir de acido citrico.
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Figura 4.5: Curva de calibraciéon de absorcién en funcién de la concentracién de los PC-M
sintetizados a partir de dcido citrico.

Para obsevar el comportamiento de la intensidad de emisiéon de los PC-M se usaron con-
centraciones variando de 0,25 mg/mL a 2 mg/mL diluidas en agua. En la figura 4.6, irradiadas
bajo una longitud de onda de 365 nm se evidencia como a medida que disminuye la concen-
tracion la fluorescencia de las soluciones disminuye. Los espectros de emisién de los PC-M se
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muestran en la figura 4.7, estos se obtuvieron al irradiar los PC-M con una lampara de deu-
terio. Se observan bandas fluorescentes entre los 300 nm y 650 nm, los maximos corresponden
a una longitud de onda de 300 nm, 500 nm, 600 nm y 650 nm.

0,25 mg/mL 0,5 mg/mL 1,5 mg/mL 2mg/mL

Figura 4.6: Fotos de emisién bajo una irradiacion de 365 nm variando la concentracién de los
PC-M sintetizados a partir de acido citrico.
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Figura 4.7: Espectros de emision en funcién de la concentracion de los PC-M en solucion
acuosa.

De la grafica de absorcion de los PC-M se puede observar que a pesar de presentar bandas
entre los 200 nm y 300 nm, estas son pequeiias, lo que puede estar relacionado con el com-
portamiento de las graficas de emision de la figura 4.7. Pues los electrones a pesar de realizar
transiciones a estados de energia superiores, al volver a su estado fundamental no cuentan con
la suficiente energia para emitir fuertemente en el rango visible.
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Se realiz6 una curva de calibracién para estudiar el comportamiento de la intensidad de
emision en funcién de la concentracién de los PC, como se observa en la figura 4.8. La curva de
calibracién se hall6 determinando el area bajo la curva por cada espectro, con el fin de saber
la intensidad total por concentracién. Se obtuvo que la intensidad tiene una tendencia lineal
creciente con un Adj. R? del 0,99 dependiente de la concentracién de los puntos de carbono.
Es asi que hay un modelo lineal que explica como aumenta proporcionalmente la intensidad
de emisién en funcién de la concentracion de PC-M en solucién acuosa.
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Figura 4.8: Curva de calibracién de intensidad de los PC-M en solucién acuosa.

4.1.2. Método solvotermal

En la figura 4.9 se observan puntos de carbono obtenidos a partir de la sintesis por mé-
todo solvotérmico (PC-S) a una temperatura de 160°C, irradiados bajo una luz de 365 nm.
Ademsds se observan los espectros de absorcién y emision de PC-S a una concentracién de

0,05mg/mL dispersos en agua, lo que indica que el método de sintesis favorece la formacién
de PC fluorescentes.

29



—— Intensidad (U. Arb)
Absorbancia (U. Arb)

0,8

0,6

0,4 4

0,24

0,0

T T T T
200 300 400 500 600
Longitud de onda (nm)

Figura 4.9: Propiedades 6pticas de PC-S a 0,05 mg/mL en solucién acuosa.

De acuerdo con la literatura el uso de nitréogeno en la sintesis de los PC modifica las
caracteristicas Opticas de estos [65]. En este caso evaluando el método PC-S (figura 4.9) efec-
tivamente se observa cémo hay més bandas de absorcién y con mayor anchura, en comparacién
con el método PC-M (figura 4.2). En cuanto al espectro de emisién se evidencia un corrimien-
to de la banda de fluorescencia hacia mayores longitudes de onda. Ademads, se evidencian
las diferencias en las propiedades Opticas por la muestra que se observa en las figuras bajo
irradiaciéon de 365 nm, pues en los PC-S esta tiene una mayor intensidad de fluorescencia azul
en comparaciéon con los PC-M.

FEn la figura 4.10 se observa la informacién estructural de la superficie de los PC-S haciendo
uso de una muestra de 10 mg. Entre los 4000 cm ™! y 2500 ¢m ! se tienen los enlaces -NH, -OH
y -CH. En la regién que cubre de 2000 em ™! a 1500 em ™!, se tienen las uniones dobles, a este
respecto se evidencian los enlaces de vibracion -C=C y -C=0. Finalmente en la regién que va
desde los 1500 cm ™! a 600 em ™! se tienen las uniones simples, como en este caso se observan
los enlaces C-O y C-N. Es asi que el acido citrico sirve como fuente de las especies atémicas
O, Cy H, y la urea de las especies de N. Esto debido a que en sus composiciones presentan
alto contenido de estos 4tomos. Los enlaces -C=C y C-O se atribuyen a las hibridaciones sp?
y sp® caracteristicas de los PC.

De la informacién estructural se observa como en comparacién con los PC-M se tienen
mayor cantidad de enlaces, debido a que hay un precursor de mas para las especies atémicas
presentes en la superficie de las nanoparticulas. Ademés se evidencia un cambio en la escala
de la transmitancia pues en los PC-S se observan valores desde 10 %, mientras que en los
PC-M se observan valores a partir de 75%. Esto es un indicador de que en los PC-S hay
mayor intensidad en sus diferentes tipos de vibraciones dadas por los enlaces previamente
mencionados.

De la prueba de PZ, se obtuvo un valor de -34,6 +£ 4.38 mV, lo que indica una carga
eléctrica negativa presente en la superficie de los PC-S. Esto se atribuye a la presencia de los
pares libres electronicos de las especies presentes del nitrégeno. Ademas indica que los PC-S
presentan estabilidad en disolucién, pues entre mas negativo el valor del potencial zeta mayor
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estabilidad se tiene en solucién acuosa [67].
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Figura 4.10: FTIR de PC-S sintetizados a partir de urea y acido citrico como fuentes de
carbono y nitrégeno.

Para el anélisis de las propiedades opticas se variaron las concentraciones de los PC-S de
0,01 mg/mL a 0,1 mg/mL dispersas en agua. Los espectros de absorcién se muestran en la
figura 4.11. Se pueden observar bandas de absorcién entre los 200 nm y 300 nm, los cuales
se atribuyen a las transiciones electronicas m-n*, relacionadas al enlace -C=C y bandas entre
los 300 nm y 400 nm dadas por las transiciones n-7*, relacionadas a los grupos funcionales
basados en nitrégeno. Como se mencionaba previamente, este método en comparacién con los
PC-M presenta la banda de absorciéon dada por las transiciones n-7* y presenta una mayor
banda entre los 200 nm y 300 nm.

Para estudiar el comportamiento de la absorcién en funcién de la concentracién de los
puntos de carbono se realizé una curva de calibraciéon como se observa en la figura 4.12. Para
el desarrollo de la curva se hall6 el area bajo la curva de la absorbancia por cada concentracion.
De la tendencia lineal se tiene un Adj. R? del 0,99 lo que implica que hay un ajuste lineal que
explica la variacién de la absorbancia en funcién de la concentracion de PC-S.

Los PC-S y los PC-M presentan un comportamiento lineal de la absorcién en funcién de
la concentraciéon de nanoparticulas presentes en la solucién acuosa (figuras 4.5 y 4.12). Sin
embargo, las diferencias estdn dadas por las concentraciones que se usan, pues en el caso de
los PC-M se usan desde los 0,25 mg/mL hasta los 2 mg/mL pero en el caso de los PC-S se
usan valores desde 0,01 mg/mL hasta 0,1 mg/mL. Esto debido a que cuando se hacia uso
de concentraciones superiores a 0,1 mg/mL de los PC-S los espectros de absorcién perdian
informacién pues se presentaba mayor ruido y en el caso de los maximos presentes entre los
200 nm y 300 nm (figura 4.4), inicamente se observaba uno de ellos.
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Figura 4.11: Espectros de absorcién en funcién de la concentracién de los PC-S disueltos en
agua sintetizados a partir de urea y acido citrico.
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Figura 4.12: Curva de calibraciéon de absorcién en funcién de la concentraciéon de los PC-S
disueltos en agua sintetizados a partir de urea y acido citrico.

En la figura 4.13 se observan las soluciones utilizadas en los espectros de absorcién y
emision bajo una irradiacion de 365 nm, como se ve exhiben una fluorescencia azul brillante.
Al aumentar la concentracién de los PC-S se evidencia un aumento en la intensidad de la
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fluorescencia. Los espectros de emisién de las concentraciones se observan en la figura 4.14,
estos se obtuvieron al irradiar los PC-S con una lampara de deuterio. Se observan bandas

fluorescentes entre los 400 nm y 600 nm, los maximos corresponden a una longitud de onda
de 500 nm.

0,01 mg/mL 0,03 mg/mL 0,05 mg/mL 0,07 mg/mL 0,1 mg/mL

Figura 4.13: Fotos de emisién bajo una excitacién de 365 nm de los PC-S disueltos en agua
sintetizados a partir de urea y acido citrico.
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Figura 4.14: Espectros de emisiéon en funcion la concentracién de los PC-S disueltos en agua
sintetizados a partir de urea y acido citrico.

Para estudiar el comportamiento de la intensidad en funcién de la concentracion de los
PC-S, se hallé el area bajo la curva de los espectros para cada concentracién, el experimento
se repitié tres veces para confirmar los resultados de los espectros y por lo tanto del area
bajo la curva. Obteniendo valores de desviacién estdndar entre el 2,5% y 5.6 %. En la figura
4.15 se observan los valores promedios y desviaciones estandar correspondientes a cada con-
centracion. Se evidencia como la intensidad primero aumenta y luego disminuye, conforme
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aumenta la concentracién. La inhibicién por agregados (agreggation-caused quenching ACQ)
se da generalmente cuando la absorcién en las bandas 7-7* presentan una alta intensidad [68].
Se producen agregados en las moléculas bloqueando las rotaciones intramoleculares [69]. En
este caso como se evidencié en la figura 4.11, de la caracterizacion de la absorciéon los PC-S
presentan una alta intensidad en la banda 7-7*, ademas el comportamiento se da a medida
que aumenta la concentracién de los PC-S lo que contribuye al aumento del area de esta ban-
da, por lo que el comportamiento de la figura 4.15 puede explicarse a partir del fenémeno de
ACQ. En este caso no se presenta un comportamiento lineal como lo hacen los PC-M (figura
4.8), sin embargo si se presenta una mayor intensidad en emisién azul.
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Figura 4.15: Area bajo la curva de la intensidad en funcién de la concentracién de los PC-S
disueltos en agua sintetizados a partir de urea y acido citrico.

4.2 Caracterizacién de las propiedades de fluorescencia para la deteccion de
L-lactato

Para el desarrollo de esta caracterizacién se hace uso del concepto de la ruta alterna para
la produccion de piruvato a partir de L-lactato haciendo uso de la lactato oxidasa (LO). Como
se explico previamente en la figura 2.5 la enzima cuenta con la capacidad de oxidar el L-lactato
a piruvato produciendo perdxido de hidrégeno (H202) en proporcién 1:1. Para las pruebas
se usaron los PC-M y PC-S manteniendo una concentracion de estos constante y variando la
concentracion del HoO9. Las concentraciones de HoO9 variaron de OmM a 50 mM en solucion

acuosa, esto teniendo en cuenta que los valores de L-lactato en sangre van de 0 mM hasta 25
mM.

4.2.1. Meétodo asistido por microondas

Para las pruebas se hizo uso de la concentracién que evidencié mayor intensidad de emision
en ausencia del HyOy (figura 4.7). Se mantuvo constante la concentracién de PC-M en 2
mg/mL y se fue variando la concentracién de H2Os en solucién acuosa. En la figura 4.16
se muestra como a medida que aumenta la concentraciéon de HoQOo disminuye la intensidad
de emision en la solucién bajo una irradiacién de 365 nm. En la figura 4.17 se observan
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los espectros de emision correspondientes a las concentraciones 0 mM, 15 mM, 20 mM, 25
mM y 50 mM de H20Os. Como se evidencia a medida que aumenta la concentracién de HoO-
disminuye la intensidad de emisién de la solucién. En general se observan bandas fluorescentes
entre los 300 nm y 650 nm, las mismas que se observaron en ausencia del HyO2 (figura 4.7).

Figura 4.16: Fotos de emisiéon en solucién acuosa bajo una irradiaciéon de 365 nm con una
concentracion constante de PC-M de 2 mg/mL sintetizados a partir de dcido citrico variando
la concentracién de HyOs.
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Figura 4.17: Espectros de emisién en solucién acuosa variando la concentraciéon de H2O2 a
una concentracién constante de 2 mg/mL de los PC-M sintetizados a partir de acido citrico.

Para analizar el comportamiento de la intensidad dependiente de la concentracién del
H>05 se realiz6 una curva de calibracién como se muestra en la figura 4.18. Esto se hizo
hallando el area bajo la curva de los espectros. Se observa un comportamiento lineal decre-
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ciente, pues a medida que aumenta la concentracién del analito disminuye la intensidad total
de emisién pues se esta inhibiendo la fluorescencia.
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Figura 4.18: Area bajo la curva de intensidad de PC-M sintetizados a partir de 4cido citrico
a una concentracién constante de 2 mg/mL variando la concentracién de H20x.

Por cada concentracién de HoOs presente en la muestra de PC-M a 2 mg/mL se tom6 una
fotografia bajo una irradiacién de 365 nm. Las imédgenes fueron almacenadas en la carpeta
llamada ’Asistida por microondas’, en este caso se obtuvieron 8 fotos, correspondientes a las
concentraciones utilizadas para hallar los espectros de la figura 4.18. Para determinar si existe
una relacion entre las imagenes y la concentracion de HoO» las fotos fueron segmentadas a
la ROI y se pasaron a escala de grises. Por cada imagen se hallé su correspondiente matriz
de co-ocurrencia en niveles de grises lo que permitié realizar un andalisis de como es el cambio
de textura de las fotos en funcién de la concentracién de HsOs. A partir de la matriz se
hallé el contraste para cada imagen y con este valor se determiné la correlacién con las
concentraciones del analito. Los resultados de correlacion fueron de -0,4512, esto implica que
no hay una relaciéon entre las variables.

4.2.2. Meétodo solvotermal

Como se observé en la figura 4.15 en ausencia de HsOs los PC-S presentan inhibicién
por aglomeraciones conforme aumenta su concentracién a partir de los 0,05 mg/mL. En este
caso se decide hacer uso de concentraciones menores o iguales a 0,05 mg/mL de PC-S para
evaluar los cambios de intensidad en presencia del analito. Ademas se hace uso de diferentes
concentraciones para verificar el comportamiento de los PC-S en presencia del H2Os. En este
caso se hacen mas pruebas que con los PC-M debido a que presentan una mayor intensidad de
emision y por lo tanto una mayor posibilidad de cambio de la misma en funcién del analito.
En la figura 4.19 se observan las soluciones utilizadas en los espectros de emisién a una
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concentraciéon de 0,03 mg/mL de PC-S en solucién acuosa, bajo una irradiacién de 365 nm,
como se ve exhiben una fluorescencia azul brillante. Al aumentar la concentracion de HyOo
se evidencia una disminucién en la intensidad de la fluorescencia.

Figura 4.19: Fotos de emisiéon en solucién acuosa bajo una irradiacién de 365 nm con una
concentracion constante de PC-S de 0,03 mg/mL sintetizados a partir de acido citrico y urea
variando la concentracién de HyOs.

En la figura 4.20 se observan los espectros de emision variando la concentracién de HoOo
y manteniendo constante la de PC-S a 0,03 mg/mL. Estos se obtuvieron al irradiar los PC-S
con una lampara de deuterio. Se observan bandas fluorescentes entre los 400 nm y 600 nm,
los maximos corresponden a una longitud de onda de 500 nm. Se hall6 el area bajo la curva
de cada espectro de emision con el fin de estudiar el comportamiento de la intensidad en
funcién de la concentracién de los PC-S, como se observa en la figura 4.21. Se evidencia como
la intensidad disminuye, conforme aumenta la concentracién del HoOy. Se observa como la
grafica para las 3 concentraciones tienen un comportamiento de decaimiento exponencial.

En comparacion con los PC-M (figura 4.18) en este caso no se obtuvo un comportamiento
lineal en funcién del analito de interés, sin embargo a pesar de no poder ajustarse a un modelo
lineal se obtuvo una respuesta que cambia en funcién de la concentracién del HoOs. La forma
de los espectros en los dos casos se mantuvieron como en los espectros que se hallaron en
ausencia del HyOy (figuras 4.7 y 4.14), lo que indica que los métodos propuestos presentan
estabilidad en presencia del HoOs.
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Figura 4.20: Espectros de emisién en solucién acuosa variando la concentraciéon de H2O2 a

una concentracién constante de 0,03 mg/mL de los PC-S sintetizados a partir de &cido citrico
y urea.
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Figura 4.21: Area bajo la curva de intensidad de PC-S sintetizados a partir de 4cido citrico y
urea manteniendo la concentracién de PC-S constante y variando la concentracién de HoOo.

Por cada concentracion de HoOs presente en la muestra de PC-S se tomé una fotografia
bajo una irradiacién de 365 nm. Las imagenes fueron almacenadas en la carpeta llamada
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"Solvotermal’, en este caso se obtuvieron 15 elementos por cada concentracién de PC-S (0,01
mg/mL; 0,03 mg/mL; 0,05 mg/mL ), correspondientes a las concentraciones utilizadas para
hallar los espectros de la figura 4.21. Para determinar si existe una relacion entre las imégenes
y la concentracion de HyO4 las fotos fueron segmentadas a la ROI y se pasaron a escala de
grises. Por cada imagen se hallé su correspondiente matriz de co-ocurrencia en niveles de
grises lo que permiti6 realizar un andlisis del cambio de textura de las fotos en funcién de la
concentracién de HoOs. A partir de la matriz se hallé el contraste para cada imagen y con
este valor se determind la correlaciéon con las concentraciones del analito. Como se evidencia
en la tabla 4.1 los resultados de correlacion presenta un valor negativo inferior a -0,5. Esto
implica que hay una relacién inversa entre las variables.

Tabla 4.1: Valores de correlacion entre histogramas de imagenes en escala de grises de los
PC-S en solucién acuosa y la concentracion de peréxido de hidrégeno presente en la muestra.

Concentracién PC-S (mg/mL) | Coeficiente de correlacién
0,01 -0,9566
0,03 20,6749
0,05 -0,5016

Al realizar un andlisis de los resultados en presencia del HoOy se evidencia como los
dos tipos de PC obtuvieron una respuesta 6ptica ante los cambios de concentracion de este.
Se observé una disminucién en la intensidad de emisién de los PC. Esto puede deberse a
que el H202 es una especie reactiva de oxigeno, con la capacidad de generar radicales libres
que pueden producir inhibicién en la fluorescencia de las moléculas [70], en este caso de las
nanoparticulas. Este principio de funcionamiento basado en la inhibicién por las especies
reactivas de oxigeno permite el desarrollo de sensores haciendo uso del concepto de respuesta
de emisién ’on/off” [71].

Ademas se observo que los PC-S en comparacién con los PC-M presentaron un compor-
tamiento exponencialmente decreciente en funcién al aumento de la concentracion de HoOs.
Esto pudo deberse a saturaciones dadas por el aumento de la concentracién del analito, pues
se observa como a partir de 20 mM la respuesta de la intensidad de emisién no presenta
cambios significativos, como lo hace en valores de 0 mM a 15 mM. En estudios desarrollados
previamente para la deteccion de HoOs se observan de igual forma comportamientos exponen-
ciales en funciéon del aumento del analito, en los que a partir de determinada concentracion
(>30mM) no presentan cambios significativos en la intensidad de los espectros [59], [62].

A pesar de que los dos métodos presentaron respuestas de disminuciéon de intensidad
de emisién en funcién de la concentraciéon del HoOs, en las correlaciones que se realizaron
el método de PC-M no presenté valores que indiquen una relacién entre las imagenes y la
concentracién del analito. Es asi que los PC-S ademéas de presentar mayor intensidad de
emision como se observé en las fotografias tiene valores de correlacién que indican una relacién
inversa entre el HoOs y las iméagenes adquiridas. El hecho de que se presente un cambio de
intensidad en funcién de la concentracién del HoOsy y exista correlacion entre esta variable
y las iméagenes adquiridas, implica que se puede seguir experimentando con base en la ruta
alterna para la deteccién de L-lactato haciendo uso de la lactato oxidasa y teniendo como
subproducto el HoOs con PC-S.

De la base de datos que se obtuvé se puede decir que fue 1til para relacionar las imdgenes
de las soluciones con las concentraciones de HoOs y evaluar si es posible a partir de una cimara
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de celular y una luz de 365 nm identificar los cambios del analito. Esto es 1til para desarrollar
sistemas portatiles de deteccién de L-lactato que puedan ser utilizados en el punto de atencién
del paciente, sin necesidad de equipos especializados o personal altamente capacitado para la
toma y el andlisis de espectros de emision.
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Capitulo 5

CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados en el proyecto, de los PC-M y PC-S se logré
una sintesis que favorece la formaciéon de nanoparticulas fluorescentes. En cuanto a los PC-M
en la estructura superficial presentaron enlaces -OH, -CH, -C=C, -C=0 y C-0O, teniendo al
acido citrico como fuente de las especies atomicas O, C y H. En las propiedades 6pticas se
variaron las concentraciones de 0,25 mg/mL a 2 mg/mL en solucién acuosa. En el espectro de
absorbancia se tuvieron transiciones w-7* y en el espectro de emisiéon bandas entre los 300 nm
y 650 nm. En los espectros de absorcion y emisién al hallar el area bajo la curva se presenté un
comportamiento lineal creciente, lo que implica que existe un modelo que explica la relacién
de estas variables.

Por otro lado, los PC-S en la estructura superficial presentaron enlaces -NH, -OH, -CH,
-C=C, -C=0, C-N y C-0O, teniendo al acido citrico como fuente de las especies atéomicas
O, Cy H y a la urea como fuente de N. De la prueba PZ se obtuvo que los PC-S cuentan
con estabilidad en disolucién por su valor negativo. En las propiedades épticas se variaron las
concentraciones de 0,01 mg/mL a 0,1 mg/mL en solucién acuosa. En el espectro de absorbancia
se evidenciaron transiciones electrénicas m-7* y n-7* y bandas de emision entre los 400 nm
y 600 nm. Al hallar el area bajo la curva de los espectros en absorbancia se obtuvo un
comportamiento lineal creciente, sin embargo en los espectros de emisién se observé inhibicion
por aglomeracién a partir de los 0,05 mg/mL.

Segun los los objetivos enfocados a evaluar la respuesta fluorescente de los PC para la
deteccion de L-lactato se varié la concentracion de HoOo entre 0 mM y 50 mM manteniendo
la concentracién de nanoparticulas constante en soluciéon acuosa. En el caso de los PC-M se
evidencio un comportamiento linealmente decreciente, sin embargo no se encontré un valor
de correlacién entre el contraste de las imagenes de la base de datos y la concentracién de
H>0,. Por otro lado, los PC-S presentaron un comportamiento exponencialmente decreciente
en funcion de la concentracién del analito y ademéas se encontraron correlaciones inversas
entre el contraste de las imégenes de la base de datos y el HyO3 presente en la muestra. Por lo
anterior los PC-S son nanoparticulas con potencial aplicacién para el desarrollo de un sensor
de L-lactato siguiendo la ruta alterna y haciendo uso de la enzima lactato oxidasa para la
produccién de HoOs en proporcion 1:1 con el analito principal, el L-lactato.
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Capitulo 6

RECOMENDACIONES Y
TRABAJOS FUTUROS

6.1 Trabajos futuros

A corto plazo se propone continuar con las pruebas de propiedades fluorescentes en solucién
acuosa en presencia del L-lactato, lactato oxidasa y en presencia de la reacciéon metabolito-
enzima (L-lacato y lactato oxidasa). Ademés se deben adquirir las imégenes bajo irradiacién
de 365 nm y determinar las curvas de calibracién haciendo uso de los espectros de emision
como se realizo para el peroxido de hidrogeno. De acuerdo al objetivo del proyecto marco
“Método alternativo para la detecciéon de L-lactato en solucién acuosa basado en
la fluorescencia de los puntos de carbono”, a mediano plazo se propone realizar un
algoritmo y sistema portable que permita identificar la concentracién de L-lactato a partir
de las curvas de calibracién y las fotos adquiridas. Finalmente a largo plazo se plantea el
desarrollo de un biosensor basado en papel para la deteccién de L-lactato que pueda ser usado
en el punto de atencién del paciente.

6.2 Recomendaciones

Para determinar una correlacién precisa entre las fotos bajo una irradiacion de 365 nm es
importante tener unas condiciones controlables en la adquisicion de estas. Pues las imégenes
que actualmente se tienen en la base de datos pudieron verse afectadas por no encontrarse
bajo las mismas condiciones de luz y posicion.
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