UNIVERSIDAD DE SONORA

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS

Sintesis de nanoparticulas metalicas con extracto de té
verde: caracterizacion fisica y bioldgica

TESIS PROFESIONAL PRACTICA

Que para obtener el Titulo de

QUIMICO BIOLOGO CLINICO

Presenta:

Mario Alberto Garcia Soqui

Hermosillo, Sonora Junio de 2016



Repositorio Institucional UNISON

“El saber de mis hijos
hara mi grandeza”

Excepto si se sefiala otra cosa, la licencia del item se describe como openAccess






AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer al Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica por su gran apoyo

y disposicion para la caracterizacién de las nanoparticulas sintetizadas en este trabajo.

Le doy gracias principalmente al doctor Miguel Avalos Borja, ya que sin él esto no habria sido
posible. Le agradezco por su calidez y recibimiento. Le agradezco también por tomarse el tiempo
para apoyarme y presentarme con cada una de las personas que conoci en San Luis Potosi, y

gracias por haber aceptado que yo pudiera ir a realizar parte de mi trabajo en el IPICyT.

Agradezco al doctor Héctor Gabriel Silva Pereyra por su paciencia, por su tiempo y gran apoyo

en el uso del microscopio electrénico.

De igual manera quiero agradecer a la M. en C. Ana Iris Pefia Maldonado por su gran ayuda y
apoyo con el microscopio de barrido.

Agradezco también al doctor Ignacio Becerril por su apoyo, sus consejos y tips al momento de

preparar muestras y por su ayuda en general, que me sirvi6 mucho.

Quiero agradecer a la doctora Dora Julia Borbén por haber sido quien me orientara con mi director

de tesis.

Agradezco también al doctor Alvaro Posada Amarillas, mi director de tesis, por la confianza que
me tuvo al momento de entregarme este proyecto. Gracias por todo el tiempo que me dedicé y
por toda la ayuda. Gracias por hacer posible mi visita al IPICyT, ya que en él aprendi muchas
cosas, igualmente agradezco a CONACYT por aportar fondos al proyecto 180424 para solventar

algunos de los gastos de ésta visita.

Agradezco a Juan Ramirez por haberme dado tanta confianza y haberme apoyado tanto, desde

el disefio experimental de mi trabajo hasta la realizacién del mismo.

Agradezco a la doctora Aracely Angulo por su apoyo y por haberme dirigido en el area biologica

de mi trabajo. Agradezco su paciencia y disposicion.

Agradezco a la maestra Maria Lucila Rascén por haber sido tan paciente conmigo, ademas de

siempre estar en la mejor disposicion para apoyarme cuando lo necesité.

Agradezco a todo el laboratorio de Inmunologia y biologia celular, a todos los que lo componen,

por haberme ayudado siempre y hacerlo de tan buena manera.



Agradezco al doctor Rodrigo Meléndez Amavizca y al doctor Eduardo Larios por haberme

ayudado y dedicado su tiempo para la caracterizacion de las muestras.

Quiero dar las gracias a la doctora Maria Esperita Trijullo (Q.E.P.D.) por haberme permitido hacer
uso de su laboratorio para la sintesis de las nanoparticulas de este trabajo. Le agradezco por el
tiempo que me dedicd, por la paciencia al momento de explicarme las cosas y por haber estado
al pendiente de mi.

Quiero agradecer al doctor Ronaldo Herrera Urbina por haberme ayudado tanto con la sintesis
de las nanoparticulas. Gracias por todos los consejos y las ideas que planteaba para mi trabajo,

siempre ha sido un honor y un privilegio trabajar con él.

Agradezco de una manera muy especial a mi familia que siempre estuvieron al pendiente de mi,
gue siempre me apoyaron tanto, ya sea en la distancia o estando cerca. Es por ustedes que
nunca me eché para atras, incluso cuando ese pensamiento llegaba a mi cabeza. Papa y mama,
en toda mi vida nunca voy a tener palabras que puedan expresar el agradecimiento que les tengo
por hacer tantas cosas por mi, por darme lo que me dan y por nunca dudar de mi, los amo y a
cada paso que doy los llevo siempre en mi cabeza y en mi corazén. Agradezco también a mis
hermanos, Luis y Ari (Vieja), el haber sido una de mis mas grandes motivaciones para terminar
mis estudios. Espero de algiin modo u otro poder ser algo parecido a un ejemplo a seguir y podran

contar con mi apoyo incondicional siempre, jlos quiero mucho!

Por altimo, pero no menos importante quiero agradecer a mi novia, que pienso yo que le tocé la
peor parte ya que ella fue quien me lidiaba en mis momentos de estrés. Gracias mi amor por
apoyarme tanto y por alentarme a hacer las cosas. Gracias por todo el tiempo que has estado

conmigo y por ayudarme tanto y de tantas maneras, jte amo!

Agradezco a Dios por haberme puesto en este camino y con esta gente que me toco conocer. Si
yo pudiera escoger de nuevo, escogeria el mismo camino, con intencion de toparme con las

mismas personas.



CONTENIDO
Resumen
Introduccion
Importancia
Hipotesis
Objetivo General
Objetivos Particulares
Antecedentes
Métodos para sintesis de nanoparticulas
Reduccién quimica con alcoholes
Reduccion quimica con polietilenglicol (PEG)
Reduccién electroguimica
El método coloidal
Reduccién fotoquimica y radioquimica
Sintesis a partir de bacterias
Sintesis a partir de plantas
Métodos para el analisis fisico y quimico de nanoparticulas
Microscopia electrénica de Transmision (MET)
Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)
Microscopia Confocal
Microscopia de Fluorescencia
Plasmon de Resonancia Superficial (SPR)
Espectrofotometria UV-visible

Quimica verde

10

11

13

14

14

14

15

15

16

16

16

17

18

18

19

19

19

20

20

21

22

22

23



Principios de la quimica sostenible

Materiales y métodos

Sintesis de nanopatrticulas de oro, plata y bimetélicas
Preparacion del agente reductor (té verde)
Sintesis de nanoparticulas de Oro 1x103M
Sintesis de nanoparticulas de Plata 1x103M
Sintesis de nanoparticulas de Oro-Plata 1x10=M
Sintesis de nanoparticulas de Oro 1x10*“M
Sintesis de nanoparticulas de Plata 1x10*M
Sintesis de nanoparticulas de Oro-Plata 1x10“M
Sintesis de nanoparticulas de Oro 1x10°M
Sintesis de nanoparticulas de Plata 1x10°M
Sintesis de nanoparticulas de Oro-Plata 1x10°M

Caracterizacion fisico-quimica
Espectrofotometria UV-visible
Microscopia Electrénica de Transmision (MET)
Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)
Microscopio de Fluorescencia

Preparacion de muestras

Evaluacién biolégica parcial de nanoparticulas de au, ag y au-ag (bimetalicas)
en la linea celular HeLa

Internalizacion de nanoparticulas en células HelLa
Ensayo de citotoxicidad en células HelLa

Resultados

24

26

26

26

26

26

26

27

27

27

28

28

28

29

29

29

29

29

29

30

30

33

34



Caracterizacion fisico-quimica, andlisis por microscopia
Microscopio Electronico de Transmision (TEM)
Analisis EDX
Microscopia de Fluorescencia
Espectrofotometria UV-Vis
Evaluacién biolégica parcial de nanoparticulas de au, ag y au-ag (bimetélicas)
Internalizacion de Nanoparticulas en Células HelLa
Citotoxicidad
Discusion de resultados
Conclusiones
Bibliografia
Glosario
Anexos
Anexo 1. Descongelacion de la linea celular HeLa
Anexo 2. Preparacion de medio D5F
Anexo 3. Tripsinizacion para desprendimiento de células en cultivo
Anexo 4. Conteo celular por el método manual en cdmara de Neubauer

Anexo 5. Internalizacién de nanoparticulas de oro en concentracién 1x10“*M en
células ARPE

Anexo 6. Internalizacién de nanoparticulas de plata en concentracion 1x10*M

en células ARPE

Anexo 7. Internalizacién de nanoparticulas bimetalicas en concentracion
1x10*M en células ARPE

34

34

36

38

42

46

46

49

51

56

57

60

63

63

64

65

66

67

69



LISTA DE TABLAS
Tabla Pag.

1. Dilucion de las soluciones de las nanopatrticulas utilizadas para la 32
internalizacién en células Hela.



Figura

10.
11.

12.
13.
14.

LISTA DE FIGURAS

Representacion de la escala nanométrica.

Representacion del método de reduccion electroquimica para produccion
de nanoparticulas.

Representacion esquematica del efecto tunel.

Micrografias de TEM para evaluar el efecto de la concentracion de los
metales, oro y plata, en la formacién de nanoparticulas mono y
bimetélicas

Micrografias del andlisis EDX para las nanoparticulas de oro, plata 'y
bimetalicas

Micrografias en campo oscuro de las nanoparticulas de oro, plata 'y
oro-plata en concentracion 1x103 M.

Micrografias en campo oscuro de las nanoparticulas de oro, plata y
oro-plata en concentraciéon 1x10*4 M.

Micrografias en campo oscuro de las nanoparticulas de oro, plata y
oro-plata en concentraciéon 1x10° M.

Absorbancias en espectrofotdmetro de las nanoparticulas de oro.
Absorbancias en espectrofotémetro de las nanoparticulas de plata.

Absorbancias en espectrofotémetro de las nanoparticulas de
bimetélicas.

Internalizacién de las nanoparticulas Au-Ag 1x10° en células HelLa
Internalizacién de las nanoparticulas Au-Ag 1x10° en células HelLa

Gréfica de porcentaje de viabilidad celular después de haber realizado el
ensayo MTT.

10

Pag.
12
17

21

35

37

39

40

41

43
44
45

47
48
50



RESUMEN

La sintesis de nanoparticulas mediante métodos puramente quimicos ha sido descrita en muchos
trabajos. En esta tesis se realiz6 la sintesis de nanoparticulas de plata, oro, y plata-oro mediante
la sustitucién de agentes quimicos reductores por el uso de compuestos naturales presentes en
el té verde (Camelia sinensis) capaces de reducir a los metales Au y Ag utilizados para la sintesis
de nanoparticulas mono y bimetélicas. Los reactivos utilizados fueron: el extracto de té verde
(Camellia sinensis) como agente reductor, y sales metélicas para producir las nanoparticulas de
interés. El efecto reductor del té verde todavia no ha sido completamente investigado.
Adicionalmente, se realizaron pruebas de internalizacibn en células HeLa y se probé6 la
citotoxicidad de los tres tipos de nanoparticulas en este mismo tipo de células. La caracterizacion
de las nanoparticulas y su efecto biolégico se hizo mediante microscopia electrénica,
espectrofotometria UV-visible, microscopia confocal y microscopia de campo oscuro.

Las micrografias de las nanoparticulas sintetizadas mostraron un tamafio promedio menor
a 20 nm de diametro y que en su mayoria todas son esféricas. Para la internalizacion en células
Hela, la sefial que fue detectada por el microscopio confocal fue la de las nanoparticulas
bimetdlicas en concentracién 1x10°M. El ensayo del MTT para citotoxicidad revel6 que el efecto
citotoxico de las nanoparticulas bimetalicas es mas pronunciado que el de las nanoparticulas de

oro y plata.
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INTRODUCCION

Las nanoparticulas son una nueva clase de materiales, ya sean ceramicos, metales,
semiconductores, polimeros o bien, una combinacion de estos, en donde por lo menos una de
sus dimensiones se encuentra entre 1 y 100 nm, como se muestra en la figura 1. Mientras que
un material en orden micrométrico presenta propiedades similares a las de un sélido volumétrico
(bulk), en los nanomateriales, debido a su reducido tamafio, se modifican las propiedades que
finalmente lo hacen diferente del mismo material con dimensiones de sélido volumétrico, ya que,
a esta escala, las estructuras atémicas y electrénicas manifiestan su importancia. (Wing, C. E. G.
2006).

A medida que la dimension de las particulas se reduce, sobre todo en el intervalo de 1nm
a 10nm los efectos del tamafio y de superficie son mas notables. Entre los efectos de tamafio
mas importantes, se han determinado el confinamiento de los electrones, y esto en nanoparticulas
metalicas y semiconductoras tiene interesantes implicaciones, como es la manifestacion de
efectos cuanticos en el material, y que pueden percibirse a través de sus propiedades magnéticas

y/o de conduccién electronica.

Por otro lado, debido a que los atomos en la superficie de la nanoparticula estan menos
enlazados que el resto de sus atomos, y su esfera de coordinacion esta incompleta, incrementa
su energia libre superficial, afectando propiedades como la temperatura de fusién y la reactividad
guimica. El conocimiento de este tipo de propiedades y caracteristicas ha hecho posible aplicar

nanoparticulas en diversas tecnologias, en areas como electrénica, medicina y catalisis.

En la actualidad las nanoparticulas forman parte de productos, equipos y sistemas de uso

comun para la poblacién, aunque en multiples ocasiones esto no sea tan evidente.
Algunos de sus usos se muestran a continuacion:

e Medicina: Gasas para quemaduras serias o0 heridas crénicas que contienen
nanoparticulas de plata. La plata es un bactericida, que en forma de nanoparticulas
incrementa el area superficial mejorando la eficacia antibacteriana. También se utiliza en
forma de cremas a base de liposomas de 90 nm que contienen farmacos analgésicos o
antiinflamatorios y que son utilizadas para dolores musculares y de articulaciones.

Algunos adhesivos dentales contienen contiene nanoparticulas de silicio para formar

12



uniones mas fuertes con el esmalte y las coronas en trabajos de restauracion dental,
endodoncias o incrustaciones de porcelana.

o Deportes: Pelotas de tenis que estan recubiertas con nanoparticulas para alargar su
duracion.

e Higiene: Desinfectantes de grado militar, utilizado en aviones para combatir el problema
del sindrome respiratorio agudo severo, que es a base de nanoemulsiones.

e Uso doméstico: Recubrimientos superhidrofébicos repelentes de suciedad. Se emplean

como recubrimiento de concreto, ladrillo y yeso.

Material macroscépico

Material nanométrico (2D)
(pelicula delgada)

Material nanométrico (1D)
1D (Nanctubo o nancalambre)

. 0D Material nanométrico (OD)
<100 an (nanoparticula o Quantum Dot)

Figura 1. Representacion de la escala nanométrica.

Fuente. Flores Murrieta. 2011
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IMPORTANCIA

La nanotecnologia brinda una gran oportunidad para lograr la optimizacion de materiales
existentes, la formacién de nuevos compuestos, la prevencion y el tratamiento de enfermedades
e incluso de sustancias contaminantes del medio ambiente debido a la modificacién de sus
propiedades con base en su tamafo. Las ciencias de la vida enfrentan retos cuya solucion
requiere innovacion de estrategias que repercutan en mejoras sustanciales, por ejemplo, para la
deteccién y el tratamiento de enfermedades, asi como la disminucién de costos e incremento de
la efectividad en tratamientos no invasivos. La nanotecnologia, a través de la sintesis y
caracterizacién de nanoparticulas, es una de las muchas herramientas que pueden ser utilizadas
para ello. El actual enfoque de utilizar compuestos de origen natural en la sintesis quimica
(quimica verde) representa grandes ventajas para la salud y el medio ambiente, minimizando los
riesgos de toxicidad y contaminacién ambiental, es por esto que, en la nanobiotecnologia,
actualmente existe interés de buscar alternativas que permitan una adecuada sintesis de
nanoparticulas con diferentes aplicaciones. En este sentido, el presente trabajo tiene como
objetivo utilizar té verde (Camelia sinensis) como fuente de agentes reductores para sustituir a
los agentes reductores utilizados convencionalmente (aqui puedes citar los mas utilizados). Por

otra parte, el té verde es un producto comercial muy econémico, facil de obtener y no téxico.
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HIPOTESIS

El té verde (Camellia sinensis), sera utilizado como una buena fuente de agentes reductores
necesarios para la sintesis de nanoparticulas metalicas de Au, Ag y bimetalicas (Au-Ag) que
tendran efectos biolégicos.

OBJETIVO GENERAL

Sintetizar nanoparticulas de oro, plata y una aleacién oro-plata, por el método de reduccién de
la sal del metal, utilizando Camellia sinensis (té verde) como agente reductor, asi como realizar

Su caracterizacion y evaluacion bioldgica.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Sintetizar nanoparticulas de oro, plata y bimetélicas de oro-plata utilizando Camellia
sinensis como agente reductor.

2. Caracterizar las nanoparticulas mediante técnicas de microscopia electrénica y
espectrofotométricas.

3. Realizar la evaluacién biolégica a través de pruebas de internalizacién y citotoxicidad

celular.
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ANTECEDENTES

Las nanoparticulas han existido en el planeta por siglos, algunos ejemplos son las particulas de
humo y las nanoparticulas dentro de las bacterias. En algunas civilizaciones antiguas ya se
utilizaban, aprovechando sus propiedades Opticas y medicinales.

Las nanoparticulas metalicas en particular, poseen propiedades interesantes con aplicaciones en
diversas areas tecnolégicas. Los primeros en usarlas fueron los egipcios, que empleaban
nanoparticulas de oro como coloide medicinal para conservar la juventud y mantener buena
salud, y la civilizacién china, ademas de usarlas con fines curativos, también las utilizaban como
colorantes inorganicos en porcelanas. Aun teniendo antecedentes de la utilizacion de
nanoparticulas metalicas, no fue sino hasta 1857 que Faraday realizé el primer estudio
sistematico de nanoparticulas, presentando un estudio de la sintesis y de las propiedades
coloidales del oro. Desde esa fecha hasta la actualidad, se han logrado grandes avances en el
conocimiento de las nanoparticulas metalicas; se han desarrollado diversos métodos de sintesis
quimica vy fisica, con la finalidad de poder disefiar sus dimensiones, forma, composicion, y
modificacion a la superficie, y con esto controlar su comportamiento frente a diversos estimulos.
En este sentido, existen varias rutas para la sintesis quimica de nanoparticulas metdlicas, algunas
de las cuales nos permiten controlar eficientemente la forma, el tamafio, y la distribucion de

atomos cuando se trata de nanoparticulas de méas de un elemento quimico (Zanella, R. 2012).

Métodos para Sintesis de Nanoparticulas

Los métodos para la sintesis de nanoparticulas se pueden clasificar en métodos fisicos y
métodos quimicos, en el primer caso involucra la subdivision mediante técnicas como division
mecanica, espurreo o evaporacion metalica. La limitante de estos métodos es que son poco
efectivos para controlar el tamafio, forma y estructura de las nanoparticulas.

Mientras que los métodos quimicos como reduccion quimica, reduccion fotolitica y
reduccion radiolitica representan una mejor opcién en la sintesis de las nanoestructuras
metalicas, debido a que se puede tener mayor control para la formacion de nanomateriales con
caracteristicas especificas o deseadas.

Para la sintesis quimica de nanoparticulas existen diferentes agentes reductores como:

alcoholes, PEG, entre otros, y agentes reductores biolégicos como hongos, bacterias y plantas.
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Reduccién Quimica con Alcoholes

En una sintesis tipica se prepara una solucion 0.004 M de AgNOs en etanol y separadamente se
prepara una solucion 0.0062 M de N-[3-n(trimetoxisilil)propilldietilentriamina (ATS) en etanol con
atmosfera de N2. Se mezclan ambas soluciones en cantidades iguales y se calienta a reflujo en
atmésfera de N2 a 40°C durante 4 horas con agitacion permanente, obteniéndose de esta manera
una solucién color amarilla, resultado de la formacion de nanoparticulas esféricas. (Frattini y col.
2005) El etanol actia como reductor y solvente. El ATS evita que se aglomere la plata reducida

modificando la superficie utilizando sus grupos amino (Fratinni 2005).

Reduccion Quimica con Polietilenglicol (PEG)

Se prepara una solucion que contenga aproximadamente 0.5 g de AgNOs y se disuelve en 1 ml
de agua desionizada con agitacion vigorosa por algunos minutos en oscuridad. A esta disolucién
se le agregan 2.5 ml de polietilenglicol (PEG, Mw=400) manteniendo la mezcla con agitacién y
protegida de la luz. Se deja reaccionar 15 minutos. Se debe observar la formacion de un
precipitado gris. Por dltimo, se diluye con etanol a 20 ml de volumen final. EI PEG actia como
agente reductor de los iones de plata obtenidos a partir del AgNOs; (Slistan-Grijalva 2005)

Reduccién Electroquimica
Este método fue desarrollado por M.T. Reetz. Los aspectos generales de este método son:

e Elempleo de un &nodo de sacrificio como fuente del metal

¢ El metal se oxida en presencia de una sal cuaternaria la cual es el electrolito y el agente

estabilizante

¢ Los iones son reducidos en el catodo generando las nanoparticulas metalicas.
Las ventajas que presenta este método son de mucha importancia, ya que es una sintesis que
puede ser reproducida a gran escala y con muy altos grados de rendimiento, mayores al 95%, y
ademas nos da la posibilidad de poder modificar el tamafio de la nanoparticula de acuerdo al

potencial que se le aplique al sistema. Figura 2.
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Figura 2. Representacion del método de reduccion electroquimica para produccion de
nanoparticulas. Reetz M. T. (1995)

Método Coloidal
Los coloides son particulas individuales, que son mas grandes que las dimensiones atémicas,
pero lo suficientemente pequefios como para exhibir movimiento browniano. Si las particulas son
lo suficientemente grandes, entonces debido a la gravedad van a tender a sedimentarse; si son
lo suficientemente pequefios para ser coloides, entonces su movimiento irregular en suspension
puede ser atribuido a bombardeos colectivos de una multitud de moléculas térmicamente agitadas
en una suspension liquida.

Este rango de tamafio de particulas en una solucién coloidal suele oscilar en el rango de
nanémetros, por ello el método coloidal es un método eficiente de produccién de nanoparticulas.

Este método consiste en disolver una sal del precursor metalico o del 6xido a preparar, un
reductor y un estabilizante en una fase continua o dispersante (un liquido en este caso). Este
altimo puede jugar el papel de reductor, de estabilizante o ambos. El tamafio promedio, la
distribucion de tamafios y la forma o morfologia de las nanoparticulas pueden ser controlados

variando la concentracion de los reactantes, del reductor y del estabilizante, asi como la
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naturaleza del medio dispersante. Por este método se pueden formar dispersiones estables por
periodos de tiempo muy largos. (de-Jong, 2009).

Reduccién Fotoquimica y Radioquimica

La sintesis de nanoparticulas metélicas modificando el sistema quimico por medio de altas
energias se asocia con la generacion de reductores fuertes altamente activos como electrones,
radicales y especies excitadas.

La reduccion fotoquimica (fotolisis) y la radicacién-quimica (radiolisis) difieren en el nivel
de energia utilizado. La sintesis fotoquimica estd caracterizada por energias por debajo de 60
eV, mientras que la radiolisis utiliza energias mayores a 100 eV. Los métodos de reduccién
fotoquimica y radioguimica tienen ventajas sobre el método de reduccién quimica. Debido a la
ausencia de impurezas formadas cuando se usan reductores quimicos, estos métodos producen
nanoparticulas de alta pureza.

La reduccidn fotoquimica en solucién se emplea frecuentemente para sinterizar particulas
de metales nobles. Estas particulas se obtienen a partir de las correspondientes sales en agua,
alcohol o solventes organicos.

En el caso de reaccion con alcoholes, un atomo de hidrégeno y un radical hidroxilo
producen un radical alcohol:

H(OH) + (CH3s).CHOH — H2O(H2) + (CHs).COH

Un electrén solvatado interacciona con, por ejemplo, un atomo de plata, reduciendo el metal
(Sergeev, 2006):

AQ" + €ag-— AQ°

Sintesis a Partir de Bacterias

Algunos microorganismos, como bacterias, levaduras, hongos, y algas tienen la capacidad de
fijar y acumular el metal por medio de adsorcion y son ampliamente utilizados en la reduccion de
la contaminacion del medio ambiente. Se han confirmado un nimero de especies capaces de
llevar a cabo estas reducciones de los metales. Vega-Baudrit reporta haber obtenido
nanoparticulas de plata de 10nm a 50nm, obtenidas a partir de una cepa de bacilos gram
negativos aislados de residuos mineros llamada OC4. Vega-Baudrit (2011) reporta también que

se obtuvieron nanoparticulas de plata a partir de Moxarella guanajuatensis con un tamafio de las
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nanoparticulas de 10, 20 y40 nm. El tamafio de las nanoparticulas depende de la capacidad de
la bacteria de almacenar las concentraciones de plata en su organismo; si la formacién de las
nanoparticulas de Ag es en el periplasmico, el tamafio de la particula serd de aproximadamente
10 nm, si se sintetiza en el interior, se obtendra una dimensién mayor (20nm-40nm) dependiendo

de su capacidad de almacenamiento

Sintesis a Partir de Plantas
En comparacién con los microorganismos, el empleo de extractos de plantas como agentes
reductores puede ser una via mas rapida para la preparacion de nanoparticulas. Ronquillo de
Jesus (2013) reporta la obtencion de nanoparticulas a partir de Crataegus gracilior Phipps con un
tamafio promedio de 30nm y presentando formas esferoidales.

Aunque se requieren estudios mas profundos para establecer el mecanismo de formacion
y estabilizacion de las nanoparticulas a partir de extractos de plantas, podemos asumir que los
grupos —OH y —COOH presentes en biomoléculas como los polifenoles juegan un rol importante
en la reduccion de los iones de metal, asi como el control en el tamafio y la estabilidad de las
nanoestructuras formadas (Ronquillo de Jesus 2013).

Debido a la gran cantidad de compuestos polifendlicos en las plantas es que se atribuye
el poder reductor de los iones metalicos en métodos biosintéticos, como se describié por Huang
et al (2007).

Métodos para el Analisis Fisico y Quimico de Nanoparticulas

Para conocer las caracteristicas fisicas y quimicas de las sustancias se pueden hacer analisis
con diferentes técnicas, entre los cuales estan:

Microscopia Electronica de Transmision (MET)
Un microscopio electronico de transmision (TEM, por sus siglas en inglés, o MET) es un
microscopio que utiliza un haz de electrones para visualizar un objeto, debido a que la potencia
amplificadora de un microscopio Optico esta limitada por la longitud de onda de la luz visible. El
principio fundamental de operacion se basa en el efecto cuantico de tunelaje electrénico. El efecto
tunel consiste en el paso de los electrones a través de una barrera de potencial, fenémeno que
es descrito mediante las leyes de la fisica cuantica, es decir, resolviendo la ecuacion Schrédinger,
como se muestra en la figura 3.

Un TEM dirige el haz de electrones hacia el objeto que se desea aumentar. Una parte de

los electrones rebotan o son absorbidos por el objeto y otros lo atraviesan formando una imagen
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aumentada del espécimen. Los microscopios electronicos de transmision pueden aumentar un

objeto hasta un millon de veces.

Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

El microscopio electrénico de barrido (MEB o SEM, por Scanning Electron Microscope), es una
técnica de microscopia electronica capaz de producir imagenes de alta resolucion de la superficie
de una muestra utilizando las interacciones electron-materia. Utiliza un haz de electrones en lugar
de un haz de luz para formar una imagen y su funcionamiento es descrito también mediante el

efecto tunel.

Microscopio Confocal

El microscopio confocal es un microscopio que emplea una técnica Optica de imagen para
incrementar el contraste y/o reconstruir imagenes tridimensionales utilizando una perforacion
espacial (colimador de orificio delimitante) para eliminar la luz desenfocada o destellos de la lente
en especimenes que son mas gruesos que el plano focal. La perforacién (pinhole) es una apertura
localizada delante del fotomultiplicador que evita el paso de fluorescencia de las regiones de la
muestra que no estan en foco, la luz que proviene de regiones localizadas por encima o por

debajo del plano focal no converge en el pinhole y no es detectada por el fotomultiplicador.
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Figura 3. Representacion esquematica del efecto tdnel.

Fuente. http://www.nucleares.unam.mx/~vieyra/node38.html

Microscopio de Fluorescencia

El microscopio de fluorescencia es una variacion del microscopio de luz ultravioleta en el que
los objetos son iluminados por rayos de una determinada longitud de onda. La imagen
observada es el resultado de la radiacion electromagnética emitida por las moléculas que han
absorbido la excitacion primaria y reemitido una luz con mayor longitud de onda. Para dejar
pasar sélo la emisién secundaria deseada, se deben colocar filtros apropiados debajo del
condensador y encima del objetivo. Se usa para detectar sustancias con autofluorescencia

(vitamina A) o sustancias marcadas con fluorocromos.

Un microscopio de fluorescencia usa una lampara de mercurio o neén. La luz llegar al
microscopio e incide contra un espejo dicroico, que es un espejo que refleja un rango de
longitud de ondas y permite que otro rango pase a través. El espejo dicroico refleja la luz
ultravioleta directamente al espécimen que se quiere observar. Esta luz ultravioleta excita la
fluorescencia dentro de las moléculas en el espécimen. Las lentes colectan la luz de longitud de
onda fluorescente producida. Esta luz pasa por el espejo dicroico y la barrera de filtrado (esto

elimina las longitudes de onda que no sean las fluorescentes, haciendo que se forme la imagen.
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Plasmén de Resonancia Superficial (SPR)

La excitacion de los plasmones superficiales de nanoestructuras metélicas mediante luz es
conocida como resonancia de plasmones superficiales. Al aplicar luz en una capa fina metélica,
generamos una oscilacion en la densidad de carga siempre y cuando la energia de la luz emitida
coincida con la frecuencia de plasma. Este hecho se puede estudiar a través de la teoria
electromagnética de Maxwell.

Si aplicamos un campo electromagnético a la superficie de una estructura metélica, el
campo eléctrico generara una fuerza sobre los electrones de conduccion (electrones libres que
formaran el plasma). Al desplazar la nube electrénica aparece una fuerza recuperadora, debida
a la red cristalina, para intentar regresar a la situacién de equilibrio perdida. Este sistema acabara
comportandose como un oscilador arménico, donde cada quanta de oscilacién serd un plasmon.
De esta manera, cuando la frecuencia de la luz incidente coincide con la frecuencia de plasma,
en su espectro de reflexiébn o emisién se vera una disminucion de la energia reflejada/transmitida

(absorcién resonante).

Espectrofotometria UV-visible

La espectrofotometria es la medicion de la cantidad de energia radiante que absorbe o transmite
un sistema quimico en funcion de la longitud de onda; es el método de andlisis 6ptico mas usado
en las investigaciones quimicas y bioquimicas.

La absorbancia se mide utilizando un espectrofotometro, que es un instrumento que
permite comparar la radiacion absorbida o transmitida por una solucién conteniendo una cantidad
desconocida de soluto, y una que contiene una cantidad conocida de la misma sustancia. En la
espectrofotometria se aprovecha la absorcion de radiacion electromagnética en la zona del
ultravioleta y visible del espectro. La muestra absorbe parte de la radiacion incidente en este
espectro y promueve la transicion del analito hacia un estado excitado, transmitiendo un haz de
menor energia radiante. En esta técnica se mide la cantidad de luz absorbida como funcién de la
longitud de onda utilizada. La absorcion de las radiaciones ultravioletas, visibles e infrarrojas
depende de la estructura de las moléculas, y es caracteristica de cada sustancia quimica.

La espectrofotometria ultravioleta-visible utiliza haces de radiacion del espectro
electromagnético, en el rango UV de 180 a 380 nm, y en el de la luz visible de 380 a 780 nm, por
lo que es de gran utilidad para caracterizar los materiales en la region ultravioleta y visible del
espectro. A partir de La ley de Beer podemos averiguar la concentracion de una sustancia

midiendo su absorbancia, pues esta establece que: “La absorbancia de una solucién es
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directamente proporcional a la concentracién y a la longitud del paso de la luz”, Y se expresa
mediante la siguiente ecuacion:

A=¢.b.c,
donde:
A: absorbancia. No tiene unidades.
€: el coeficiente de extincidbn molar, también llamado coeficiente de absorcién. Es constante para
un compuesto dado siempre que se fijen condiciones de longitud de onda, de pH, de temperatura,
de solventes, etc. Sus unidades son 1/ (mol/cm).
b: es la longitud de paso de la luz, en cm.
c: es la concentracion del absorbente. Se mide en mol/L.

La aplicacion préactica de la Ley de Beer es que, conociendo la absorbancia de una sustancia

podemos estimar su concentracion

La Quimica Verde

La quimica sostenible (también llamada quimica verde) consiste en una filosofia quimica dirigida
hacia el disefio de productos y procesos quimicos que implica la reduccién o eliminacién de
productos quimicos (para los materiales, las personas y el medio ambiente). Actualmente sus
bases se resumen en 12 principios. Por lo tanto, la quimica sostenible se centra en las reacciones
y procesos que se llevan a cabo en la Industria quimica e industrias afines. Es necesario
distinguirla de la quimica ambiental, que estudia el comportamiento de los compuestos quimicos
(naturales o sintéticos) en el medio ambiente. También hay que destacar que la quimica
sostenible tiene un caréacter preventivo (evitando, en la medida de lo posible, la generacién de
productos peligrosos), mientras que la remediacion medio ambiental se dirige hacia la eliminacion
de productos dafiinos que ya se han vertido a la naturaleza. La quimica verde o sostenible se
trata de aplicar en distintos ambitos de la quimica tales como la quimica organica, la quimica
inorganica, la bioquimica, la quimica analitica, la quimica fisica, la quimica farmacéutica, la
ingenieria quimica, o la ciencia de polimeros.

Aunque el empleo por primera vez del término "Quimica Verde" ha sido asignado a Paul
Anastas en 1991, parece que el término ya habia sido empleado con anterioridad, como por el
investigador Trevor Kletz lo uso en 1978 en un articulo en el que se instaba al uso responsable

de procesos quimicos y busqueda de procesos sostenibles.
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Los Doce Principios de la Quimica Sostenible

Paul Anastas, de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos, y John C. Warner

desarrollaron doce principios de la quimica verde. Los principios cubren conceptos como:

10.

11.

12.

Prevencidon. Es mejor prevenir la formacion de residuos que tratar de limpiar tras su
formacion.

Eficiencia atédmica. Los métodos sintéticos deben ser disefiados para conseguir la
maxima incorporacion en el producto final de todas las materias usadas en el proceso.

. Sintesis segura. En cuanto posible, se deben disefiar metodologias sintéticas para el uso

y la generacién de sustancias con escasa toxicidad humana y ambiental.

Productos seguros. Se deben disefiar productos quimicos que, preservando la eficacia
de su funcién, presenten una toxicidad escasa.

Disolventes seguros. Las sustancias auxiliares (disolventes, agentes de separacion,
etc.) deben resultar innecesarias en lo posible y, cuanto menos deben ser inocuas.
Eficiencia energética. Las necesidades energéticas deben ser consideradas en relacion
a sus impactos ambientales y econdmicos. Los métodos sintéticos deben ser llevados a
temperatura y presiéon ambiente.

Fuentes renovables. Las materias de partida deben ser renovables y no extinguibles, en
la medida que esto resulte practicable técnica y econémicamente.

Evitar derivados. La formaciéon innecesaria de derivados (bloqgueo de grupos,
proteccion/desproteccion, modificacién temporal de procesos fisicos/quimicos) debe ser
evitada en cuanto sea posible.

Catalizadores. Los reactivos cataliticos (tan selectivos como sea posible) son superiores
a los estequiométricos.

Biodegradabilidad. Los productos quimicos han de ser disefiados de manera que, al final
de su funcién, no persistan en el ambiente, sino que se fragmenten en productos de
degradacion inerte.

Polucién. Se deben desarrollar las metodologias analiticas que permitan el monitoreo a
tiempo real durante el proceso y el control previo a la formacién de sustancias peligrosas.
Prevencion de accidentes. Las sustancias y las formas de su uso en un proceso quimico,
deben ser elegidas de manera que resulte minima la posibilidad de accidentes.

La quimica verde consiste en el esfuerzo colectivo para reducir al minimo, o de ser posible

eliminar por completo la contaminacion producida en procesos quimicos evitando al maximo el

desperdicio o uso indiscriminado de materias primas no renovables, asi como el empleo de

materiales peligrosos o contaminantes en la elaboracién de productos quimicos “limpios”, que no

atenten contra la salud o el ambiente. Los medios que utiliza la quimica verde se centran en la
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disminucion o eliminacion del uso de productos quimicos toxicos y el reciclaje de los desechos
producidos por el avance tecnoldgico, de tal forma que se consiga un impacto minimo en los
seres humanos y el ambiente. Todo lo anterior sin sacrificar el avance cientifico y tecnolégico.
Hay que diferenciar entre quimica ambiental y quimica verde. La primera tiene como objetivo el
saneamiento y remediacion de los efectos en el ambiente de los procesos contaminantes,
mientras que la quimica verde intenta prevenir la contaminacion desde su origen. Salinas-
EstevanéA, P. (2012)

Teniendo esto en cuenta, surge la idea de poner en practica la quimica verde en este trabajo,

tratando de reducir al maximo la produccién de residuos toxicos.
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MATERIALES Y METODOS

Sintesis de Nanoparticulas de Oro, Platay Bimetalicas
En el presente trabajo se sintetizaron nanoparticulas mono y bimetalicas a partir de HAuCls y
AgNOs mediante el método quimico de la reduccion de las sales utilizando como agente reductor

un producto natural de facil acceso y muy econémico.

Preparacion del Agente Reductor (Té Verde)

Se preparé un extracto de té verde utilizando un sobre de té verde comercial de la marca
McCormick™. Se pusieron a calentar 200ml de agua destilada hasta llegar a la ebullicién y
después se verti6 el contenido de la bolsa de té verde. Se esperd a que bajara la temperatura a
2515 °C. Se filtr6 usando un embudo de separacién de cristal y un papel filtro de la marca
Whattman #44.

Sintesis de Nanoparticulas de Oro 1mM.

Se prepar6 una solucién madre de oro que contenia 0.034g de HAuCl, para que su molaridad
fuera de 0.001M. De ésta solucion, se tomaron 50 mly se pusieron en agitacion y calentamiento
hasta llegar a la ebullicion. Una vez llegada a la ebullicion se afiadio 1ml del extracto de té en la
solucién para que este Ultimo empezara con la reduccion del HAuCl, y asi tener nanoparticulas

de oro.

Sintesis de Nanoparticulas de plata 1ImM.

Para la sintesis de nanoparticulas de plata se utilizé el mismo método que para las de oro, lo
anico que cambié fue el reactivo a utilizarse. Se prepard una solucion que contenia 0.017g de
AgNO3 para que su molaridad fuera de 0.001M. Ya teniendo esta solucién, se tomaron 50 ml de
ésta y se pusieron en agitacion y calentamiento hasta llegar a la ebullicién. Después de haber
llegado a la ebullicion, se afiade 1ml del extracto de té en la solucion para que este Ultimo empiece

con la reduccion del AgNOs y asi tener nuestras nanoparticulas de plata.

Sintesis de Nanoparticulas de Oro-Plata 1mM.

Se prepar6 una solucién que contenia 0.017g de AgNOs para que su molaridad fuera de 0.001M.
Ya teniendo esta solucion, se tomaron 50 ml y se pusieron en agitacion y calentamiento hasta
llegar a la ebullicién. Después de haber llegado a la ebullicién, se afiadio de 1ml del extracto de

té en la solucién para que este Ultimo empiece con la reducciéon del AgNOs y asi tener
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nanoparticulas de plata. Por otro lado, y en un vaso de precipitado diferente, se preparé una
solucion que contenia 0.034g de HAuUCls para que su molaridad fuera de 0.001M. Ya teniendo
esta solucién, se tomaron 50 ml de ésta y se pusieron en agitacion. Ya que la sefial del
espectrofotdbmetro UV-Vis nos indicaba la formacion de las nanoparticulas de plata, se vertio la

solucién de oro en la solucion de plata.

Sintesis de Nanoparticulas de Oro 1x10*M.

Se prepard una solucién que contenia 0.034g de HAuCl, para que su molaridad fuera de 0.001M.
Ya teniendo esta solucién, se tomaron 5 ml de ésta y 44ml de agua destilada y se pusieron en
agitacion y calentamiento hasta llegar a la ebulliciébn. Después de haber llegado a la ebullicion se
afiadié 1ml del extracto de té en la solucién para que este Ultimo empiece con la reduccion del

HAUCI, y asi tener nuestras nanoparticulas de oro.

Sintesis de Nanoparticulas de Plata 1x10* M.

Para la sintesis de nanoparticulas de plata se utilizé el mismo método que para las de oro, lo
anico que cambi6 fué el reactivo a utilizarse. Se prepard una solucion que contenia 0.017g de
AgNOs; para que su molaridad fuera de 0.001M. Ya teniendo esta solucién, se tomaron 5 ml de
ésta y 44ml de agua destilada y se pusieron en agitacion y calentamiento hasta llegar a la
ebullicion. Después de haber llegado a la ebullicion, se afiadié 1ml del extracto de té en la solucién

para que este ultimo empiece con la reduccion del AgNOs; y asi tener nanoparticulas de plata.

Sintesis de Nanoparticulas de Oro-Plata 1x10* M.

Se prepar6 una solucién que contenia 0.017g de AgNOs para que su molaridad fuera de 0.001M.
Ya teniendo esta solucion, se tomaron 50 ml y se pusieron en agitacién y calentamiento hasta
llegar a la ebullicion. Después de haber llegado a la ebullicién, se afiadié de 1ml del extracto de
té en la solucién para que este Ultimo empezara con la reduccion del AgNOs y asi tener
nanoparticulas de plata. Por otro lado, y en un vaso de precipitado diferente, de una solucién que
contenia 0.034g de HAuCI, para que su molaridad fuera de 0.001M, se tomaron 5 ml de ésta y
44ml de agua destilada y se pusieron en agitacion. Ya que la sefial del espectrofotometro UV-Vis
nos indicaba la formacion de las nanoparticulas de plata, se vertio la solucion de oro en la solucion

de plata.
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Sintesis de Nanoparticulas de Oro 1x10° M.

Se prepar6 una solucion que contenia 0.034g de HAuCl, para que su molaridad fuera de 0.001M.
Ya teniendo esta solucion, se tomaron 0.5 ml de ésta y 48.5ml de agua destilada y se pusieron
en agitacion y calentamiento hasta llegar a la ebullicion. Después de haber llegado a la ebullicion
se afiadié 1ml del extracto de té en la solucién para que este Ultimo empezara con la reduccion

del HAuCl, y asi tener nanoparticulas de oro.

Sintesis de Nanoparticulas de Plata 1x10° M.

Para la sintesis de nanoparticulas de plata se utilizé el mismo método que para las de oro, lo
unico que cambio fué el reactivo a utilizarse. Se prepard una solucién que contenia 0.017g de
AgNO; para que su molaridad fuera de 0.001M. Ya teniendo esta solucién, se tomaron 0.5 ml de
ésta y 48.5ml de agua destilada y se pusieron en agitacion y calentamiento hasta llegar a la
ebullicion. Después de haber llegado a la ebullicién, se afiadié 1ml del extracto de té en la solucién

para que este Ultimo empezara con la reduccion del AgNO3 y asi tener nanoparticulas de plata.

Sintesis de Nanoparticulas de Oro-Plata 1x10° M.

Se preparé una solucién que contenia 0.017g de AgNO? para que su molaridad fuera de 0.001M.
Ya teniendo esta solucion, se tomaron 50 ml de ésta y se pusieron en agitacion y calentamiento
hasta llegar a la ebullicion. Después de haber llegado a la ebullicién, se afiadié de 1ml del extracto
de té en la solucion para que este Ultimo empezara con la reduccion del AQNOs y asi tener
nuestras nanoparticulas de plata. Por otro lado, y en un vaso de precipitado diferente, de una
solucién que contenia 0.034g de HAuCI* para que su molaridad fuera de 0.001M, se tomaron 0.5
ml de ésta y 48.5ml de agua destilada y se pusieron en agitacion. Ya que la sefal del
espectrofotébmetro UV-Vis nos indicaba la formacién de las nanoparticulas de plata, se verti6 la

solucién de oro en la solucién de plata.
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Caracterizacion Fisico-Quimica

Con el objetivo de conocer las caracteristicas fisicas y quimicas de los nanomateriales obtenidos

en este proyecto, se llevaron a cabo varios andlisis, entre los cuales estan:

a. Espectrofotometria UV-visible. Shimadzu UV-2450, Universidad de Sonora departamento
de Ingenieria Quimica.

b. Microscopia Electrénica de Transmisién (MET). HRTEM FEI TECNAI F30 STWIN G2,
IPICYT San Luis Potosi.
Microscopia Electrénica de Barrido (MEB). FEI-Quanta 200, IPICyT San Luis Potosi.

d. Microscopio de Fluorescencia. ZEISS ApoTome.2, IPICyT San Luis Potosi.

Para ello fue necesaria la preparacion de las muestras de manera especifica para cada una de

las técnicas de caracterizacion utilizadas.

Preparacion de Muestras

Las muestras preparadas fueron de oro, plata y oro-plata, utilizando como agente reductor al té
verde. Para el andlisis por MET y con el objetivo de conocer las caracteristicas fisicas y
morfolégicas de las nanoparticulas, se montaron las muestras en laminillas de cobre. Se pusieron
4 gotas de las muestras, previamente sonicada por 5 minutos, y se esperd que se secara cada
gota antes de poner la siguiente. Una vez secada la Ultima gota se introdujo la laminilla en
isopropanol y se retir6 de inmediato. Se llevé a cabo este procedimiento 4 veces y la quinta vez
se dej6 10 segundos dentro del isopropanol, para quitar la materia organica procedente de los
residuos del té verde y asi evitar interferencias al momento de introducir las muestras al
microscopio.

Para la caracterizacion en el microscopio electrénico de barrido (MEB) se pusieron 4 gotas
de cada una de las dispersiones de nanoparticulas en los pines para muestra, previamente
lavados y secados. Se espero6 a que se secara cada una de las gotas antes de afiadir la otra gota.

Con el objetivo de saber si las nanoparticulas presentan el fendmeno de resonancia del
plasmon superficial, se observaron las muestras en campo 0scuro y para esto se puso una gota
de cada una de las muestras en su respectivo portaobjetos, previamente lavado y rotulado, y

después se deposité un cubreobjetos sobre la muestra.
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Evaluacién Bioldgica Parcial de Nanoparticulas de Au, Ag y Au-Ag (Bimetédlicas) en la

Linea Celular Hela

Internalizacion de Nanoparticulas en Células Hela

Con el objetivo de evaluar la capacidad de internalizacion de las nanoparticulas sintetizadas, se
procedio a obtener un cultivo axénico de células HelLa, en medio DMEM suplementado con suero
fetal bovino al 5% (D5F), las cuales fueron cosechadas por tripsinizacion, por adicién de 500 pL
de tripsina (sigma, T4049).

Se estimo6 la concentracion celular mediante el método manual en camara de Neubauer,
con azul de tripano para evaluar su viabilidad. Utilizando una placa de 24 pozos, se pusieron
100,000 células en cada uno de los pocillos y se afadieron las nanoparticulas en un volumen
final de 500pl, las cuales se dejaron en las células por 24 horas antes de su lectura en microscopio

confocal (Nikon Eclipse Ti).

Materiales

Placa estéril de 24 pozos

Cubreobjetos redondos

Puntas Azules estériles para micropipeta
Puntas amarillas estériles para micropipeta
Pinzas en Alcohol

Encendedor

Metodologia para internalizacién de nanoparticulas en células HelLa

1. Se prepara una suspension celular y se realiza el conteo celular.

2. Enuna placa de 24 pozos estéril se depositan cubreobjetos redondos en el fondo de cada
pozo, cuidando el lado para facilitar la adherencia, utilizando las pinzas en alcohol y
flameandolas antes de tomar el cubreobjetos.

3. Ya que se deposita el cubreobjetos en el fondo de cada uno de los pozos de la placa, un
volumen de suspension celular que contenga de 80,000 a 100,000 células, afiadiéndolas
gota a gota.

4. Se afade el volumen restante de medio suplementado tratando de que el volumen final
sean 500 microlitros.

5. Se ponen en incubacion a 37°C y 5% de CO; por 24hrs.
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Pasadas las 24hrs, se revisa el color del medio y en caso de ser necesario, se cambia.
Se afiaden las nanoparticulas siguiendo la tabla 1 siempre y cuando estén viables las
células.

Se ponen en incubacion nuevamente a 37°C y 5%CO; por 24hrs.

Se procede a observar las muestras en el microscopio confocal.
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1x103 M Au Ag Au-Ag
PBS 9.987ml 9.975ml 9.983ml
Nanoparticulas 13ul 25ul 17ul
Total 10ml 10ml 10ml
Tomar 50ul 50ul 50ul
1x10* M
PBS 9.870ml 9.750ml 9.830ml
Nanoparticulas 130pl 250ul 170pl
Total 10ml 10ml 10ml
Tomar 50pl 50pl 50pl
1x10° M
PBS 8.7ml 7.5ml 8.3ml
Nanoparticulas 1.3ml 2.5ml 1.7ml
Total 10ml 10ml 10ml
Tomar 50ul 50ul 50ul
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Ensayo de Citotoxicidad en Células Hela

Con la intencion de conocer el efecto citotoxico de las nanoparticulas mono y bimetalicas sobre
la linea celular HelLa, se procedio al ensayo de reduccion del MTT (CGDL1 - Sigma-Aldrich). Este
ensayo se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa la cual
reduce al MTT en cristales de formazan, los cuales son solubilizados mediante una solucion
alcohol-4cido. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido.

El cual se puede evaluar espectrofotométricamente.

Materiales

Placa de 96 pozos
Puntas amarillas estériles
Kit de MTT

Espectrofotémetro o lector de placas

Metodologia para citotoxicidad

1. Setomaun volumen necesario de la suspension celular en el que estén contenidas 10,000
células, dejando un exceso de la suspension celular.
Se incuba a 37°C y 5%CO. por 24hrs.

3. Pasando las 24hrs se afiaden 1, 2, 4, 8 y 10ul de las dispersiones de nanoparticulas con
concentracion 1x10-3 M.

4. Se ponen en incubacion a 37°C y 5%CO. por 24hrs.
Después de la incubacion, se aplica el MTT (10% del volumen de cada pozo) y se incuba
a 37°C y 5%CO; por 3-4hrs.

6. Se afade el alcohol-acido equivalente al volumen original de cada pozo y se solubilizan
los cristales formados.

7. Se lee la absorbancia a 570 nm y a 650 nm.

8. Se resta la lectura de 650 nm a la lectura de 570 nm y se hace una gréfica con los datos

obtenidos.
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RESULTADOS

Caracterizacion Fisico-Quimica: Analisis por Microscopia
Las nanoparticulas monometdlicas de oro, plata y bimetdlicas au-ag fueron sintetizadas
facilmente y de manera muy répida, con un tiempo de sintesis de entre 10 y 15 minutos a
diferencia de otros métodos descritos en la literatura donde el proceso de realiza en mas de una
hora (Guzman. 2009, Zhou. 2012), mediante un método de reduccion por quimica verde utilizando
al té verde a temperatura de ebullicion. Para su posterior caracterizacion se utilizaron diferentes

tipos de microscopia y espectrofotometria UV-Vis.

Microscopio Electrénico de Transmision (TEM)

Con el objetivo de conocer la morfologia de las nanoparticulas sintetizadas en este trabajo, se
procedié a tomar micrografias en Microscopio Electrénico de Transmision. Las muestras fueron
montadas en laminillas de cobre, como se describié anteriormente, y se procedié después a su
analisis. Utilizando el software ImageJ se analizaron las micrografias, encontrandose que las
nanoparticulas muestran un tamafio promedio por debajo de los 20 nm de diametro y pudimos
observar, también, a excepciéon de las nanoparticulas bimetalicas en concentracién 1x10“M vy

1x10°M, son esféricas, tal como se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Micrografias de TEM para evaluar el efecto de la concentracion de los metales, oro y
plata, en la formacion de nanoparticulas mono y bimetélicas. En el panel a al c se muestran las
nanoparticulas en concentracion 1x103M, a) oro, b) plata y c) oro-plata. Los paneles de d al f
muestran las nanoparticulas en concentraciéon 1x10*M, d) oro, e) plata, f) oro-plata. Las
nanoparticulas en concentracion 1x10°M puede observarse en los paneles de g al i, g) oro, h)
plata, i) oro-plata. HRTEM FEI TECNAI F30 STWIN G2, IPICyT San Luis Potosi.
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Analisis EDX.

Con laintencion de conocer la pureza de las nanoparticulas y saber si el té verde genera residuos
en la sintesis de las nanoparticulas, se llevo a cabo el andlisis EDX a cada una de las muestras,
como se muestra en la figura 5. Podemos apreciar que el elemento que aparece en cada uno de
los analisis, es el correspondiente a las nanoparticulas sintetizadas, permitiéndonos inferir que
las nanoparticulas son puras, y carecen de contaminacion.
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Figura 5. Micrografias del analisis EDX para las nanoparticulas de oro, plata y bimetalicas. En el

panel a al ¢ se muestran las nanoparticulas en concentracion 1x10M, a) oro, b) plata y c) oro-

plata. Los paneles de d al f muestran las nanoparticulas en concentraciéon 1x10“M, d) oro, €) oro-

plata, f) plata. Las nanoparticulas en concentracién 1x10°M puede observarse en los paneles de

g ali, g) oro, h) plata, i) oro-plata. Los picos indican la presencia de los metales correspondientes

a cada una de las muestras. Picos asociados con otros elementos quimicos estarian relacionados

con componentes del té verde, como por ejemplo el silicio Figura 5f. HRTEM FEI TECNAI F30

STWIN G2, IPICyT San Luis Potosi.
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Microscopia de Fluorescencia

El microscopio de fluorescencia es una variacion del microscopio de luz ultravioleta en el que los
objetos son iluminados por rayos de una determinada longitud de onda. La imagen observada es
el resultado de la radiacion electromagnética emitida por las moléculas que han absorbido la
excitacion primaria y reemitido una luz con mayor longitud de onda. Para dejar pasar sélo la
emision secundaria deseada, se deben colocar filtros apropiados debajo del condensador y
encima del objetivo. Se usa para detectar sustancias con autofluorescencia (vitamina A) o

sustancias marcadas con fluorocromos.

Con el objetivo de determinar si las nanoparticulas producen sefiales al excitarse con
ondas electromagnéticas, se llevdo a cabo el andlisis de las muestras en Microscopio de
Fluorescencia (ZEISS ApoTome.2), usando un laser de luz ultravioleta (400 nm) y una camara
Axiocam mrc. Para la preparacion de estas muestras, se depositdé una gota de la muestra entre
porta y cubreobjetos. Las nanoparticulas, por si mismas, nos dieron sefiales capaces de ser
captadas por el microscopio (figuras 6, 7y 8). En éstas, podemos observar sefiales en color azul,

las cuales representan cimulos de nanopatrticulas.
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Figura 6. Micrografias de Fluorescencia de las nanoparticulas de oro, plata y oro-plata en
concentracion 1x10°3 M. a) blanco, agua en un portaobjetos, b) nanoparticulas de oro en
concentracion 1x102 M, c) nanoparticulas de plata en concentracion 1x10° M y d) nanoparticulas
bimetalicas de oro-plata en concentracién 1x10° M. ZEISS ApoTome.2, IPICyT San Luis Potosi.
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Figura 7. Micrografias de Fluorescencia de las nanoparticulas de oro, plata y oro-plata en

concentracion 1x10* M. a) blanco, agua en un portaobjetos, b) nanoparticulas de oro en
concentracion 1x10* M, c) nanoparticulas de plata en concentracion 1x10* My d) nanoparticulas

bimetalicas de oro-plata en concentraciéon 1x10* M. ZEISS ApoTome.2, IPICyT San Luis Potosi.
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Figura 8. Micrografias de Fluorescencia de las nanoparticulas de oro, plata y oro-plata en

concentracion 1x10° M. a) blanco, agua en un portaobjetos, b) nanoparticulas de oro en
concentracion 1x10° M, c) nanoparticulas de plata en concentracion 1x10° My d) nanoparticulas
bimetalicas de oro-plata en concentraciéon 1x10° M. ZEISS ApoTome.2, IPICyT San Luis Potosi.
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Espectrofotometria UV-Vis.

Durante la sintesis de las nanoparticulas, fue necesario el monitoreo de la muestra para conocer
la formacion de las mismas. Para este monitoreo, se llevé a cabo la lectura de absorbancias de
las muestras en el espectrofotbmetro Shimadzu UV2450 para medir la absorbancia de las
nanoparticulas desde los 900nm hasta los 200nm., en donde una banda de absorcién méaxima
alrededor de los 520 nm denota la formacion de nanoparticulas de oro, y una banda de absorcién
maxima alrededor de 420 nm denota la formaciéon de nanoparticulas de plata. En las graficas de
absorbancia que se obtuvieron durante los monitoreos, se observan las bandas a 520 nm (figura
9) correspondientes a las nanoparticulas de oro y las bandas a 420nm (figura 10) para las

nanoparticulas de plata.
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Nanoparticulas de Oro
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Figura 9. Analisis espectrofotométrico, UV-Vis, de las nanoparticulas de oro. Shimadzu UV-2450,

Universidad de Sonora, departamento de Ingenieria Quimica.
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Nanoparticulas de Plata
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Figura 10. Analisis espectrofotométrico, UV-Vis, de las nanoparticulas de plata. Shimadzu UV-

2450, Universidad de Sonora, departamento de Ingenieria Quimica.
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Nanoparticulas Bimetalicas Au-Ag
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Figura 11. Analisis espectrofotométrico, UV-Vis, de las nanoparticulas bimetalicas Au-Ag.

Shimadzu UV-2450, Universidad de Sonora, departamento de Ingenieria Quimica.
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Evaluacién Bioldgica Parcial de Nanoparticulas de Au, Ag y Au-Ag
Internalizacion de Nanoparticulas en Células Hela

La internalizacién de las nanoparticulas se evalu6 en la linea celular HeLa. Para ello se utilizd
un equipo de Microscopia Confocal Nikon Eclipse Ti del departamento de Fisica de la
Universidad de Sonora, con un aumento de 20X. En la figura 12 y figura 13 se muestran las
sefales que se pudieron detectar en el interior de las células tratadas con las nanoparticulas
bimetalicas en concentracién 1x10°M. Este resultado indica que las nanoparticulas bimetalicas
a esta concentracién fueron capaces de internalizarse en esta linea celular. Sin embargo, no se
observé sefales de internalizacion para las nanoparticulas monometalicas a las diferentes
concentraciones evaluadas. Esto no necesariamente indica que no sean capaces de entrar a
las células, sino que posiblemente el desarrollo técnico no fue eficiente o no es el método
apropiado para la deteccion de este tipo de nanoparticulas. En otros estudios realizados por
nuestro grupo de investigacion se observé la internalizacion de estas mismas nanoparticulas
(Au, Ag y Au-Ag) en células ARPE (Anexo 5, 6y 7).
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Figura 12. Internalizacién de las nanoparticulas Au-Ag 1x10° en células HelLa. a) Au-Ag 1x10°
640 nm, b) Au-Ag 1x10®° a 561 nm, c) Au-Ag 1x10° 640 nm y d) Au-Ag 1x10° 488 nm. Nikon

Eclipse Ti, Universidad de Sonora, departamento de Fisica. Aumento 20X.
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Figura 13. Internalizacién de las nanoparticulas Au-Ag 1x10° en células HelLa. a) Au-Ag 1x10°
640 nm, b) Au-Ag 1x10° 488 nm, c) Au-Ag 1x10°561 nmy d) Au-Ag 1x10° 405 nm. Nikon Eclipse

Ti, Universidad de Sonora, departamento de Fisica. Aumento 20X.
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Ensayo de Citotoxicidad en Células Hela

El ensayo de MTT, se realiz6 como se describe en materiales y métodos, para conocer la
citotoxicidad de las nanoparticulas a la concentracién 10M en la linea celular HeLa en un
volumen final de 300pl. Los resultados del ensayo MTT se observan en la figura 14, donde se
puede observar que las nanoparticulas bimetélicas tiene una actividad mas citotéxica que las
nanoparticulas de oro y plata por si solas. La viabilidad de las células HeLa fue del 38% a las 24
horas con el tratamiento con nanoparticulas bimetalicas en contraste con un 46% y 72% de

viabilidad en el tratamiento con nanoparticulas de plata y de oro respectivamente.
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Ensayo de citotoxicidad en células Hela
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Figura 14. Gréfica de porcentaje de viabilidad celular después de haber realizado el ensayo MTT.
En cada pocillo con 10,000 células se afiadieron 1,2,4,8 y 10ul de las nanoparticulas de Oro,
Plata y Oro-Plata de concentraciones 1x10° M. El eje de las X denota la cantidad de

nanoparticulas afiadidas a cada pocillo en pl, y el eje de las Y muestra el porcentaje de viabilidad.

51



DISCUSION DE RESULTADOS

Se sintetizaron nanoparticulas de oro, tal como se muestra en la figura 4a. Estas nanoparticulas
de oro se encuentran en un tamafio maximo de 10nm y son esféricas en su mayoria. De acuerdo
a la figura 9, se muestra la grafica de absorbancia de la muestra de oro en concentracion
1x103M, que presentd una absorcion del plasmén de superficie alrededor de los 520nm que nos
indica que las hanopatrticulas efectivamente son de oro (Verma y col.). Son nanopatrticulas de oro
coloidal de acuerdo al andlisis EDX (Energy-dispersive X-ray spectroscopy), representados en la
figura 5a, en donde podemos apreciar que la composicion de estas nanoparticulas es solamente
oro.

Se sintetizaron también nanoparticulas de plata, tal como se observa en la figura 4b. En
esta figura se aprecian nanoparticulas de plata en concentracion 1x103M, y se puede ver que
estan en un tamafio maximo de 20nm. La grafica del espectro de ésta muestra esta representada
por la figura 10, en la cual se muestra podemos apreciar una absorbancia maxima del plasmén
de superficie alrededor de los 420nm lo que nos indica la presencia de nanoparticulas de plata
(Guzméan y col.). El andlisis EDX de esta muestra puede observarse en la figura 5b, en donde
podemos ver que el elemento del que estan compuestas estas nanoparticulas es plata solamente,
lo que nos permite inferir que son puras.

La micrografia de las nanoparticulas bimetalicas oro-plata en concentracién 1x10°=M
puede apreciarse en la figura 4c, en donde podemos observar que la mayoria de las
nanoparticulas son de forma esférica y se encuentran en un tamafio maximo de alrededor de
20nm. La grafica de absorcion en UV-Vis para esta muestra se aprecia en la figura 11. El andlisis
EDX de esa muestra, para conocer la composicion de éstas nanoparticulas, puede apreciarse en
la figura 5c, en donde se muestra que, tanto la plata como el oro se encuentran presentes,
dandonos a entender que se trata de nanoaleaciones oro-plata.

Se sintetizaron también nanoparticulas de oro en concentracion 1x10*M, representados
en la figura 4d, en donde se muestra una micrografia de las mismas. En ésta micrografia podemos
observar que se trata de nanoesferas y que éstas, en su mayoria, se encuentran por debajo de
20nm de didmetro. También podemos ver la gréfica de absorbancia en UV-Vis en la figura 9, en
donde se aprecia que, al igual que en las nanoparticulas de oro en concentracion 1x103M, la
absorcion maxima del plasmon de superficie se encuentra alrededor de los 520nm, pero en menor
intensidad, y de igual manera nos indica que las nanoparticulas son de oro. La disminucién en la

sefial del oro (figura 9 se debe a que esta muestra se sintetiz6 con /10 de la cantidad de la solucién
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de oro cuando se sintetizaron las nanoparticulas en concentracién 1x10°M, por lo tanto, habra
menos material sintetizado.

Se realizé el analisis EDX para la muestra de nanoparticulas de oro en concentracion
1x10“ M, que se puede apreciar en la figura 5e y en la cual podemos observar que el elemento
que aparece es el oro, por lo cual podemos decir que las nanoparticulas son solamente de oro.
Para las nanoparticulas de plata en concentracion 1x10* M, la figura 4e muestra una micrografia
de éstas. En esta micrografia podemos observar que, a diferencia de las nanoparticulas de plata
en concentracion 1x102 M (figura 4b), éstas se encuentran en un tamafio inferior a 10nm y son
en su mayoria esféricas, ademas de que existe una dispersion de tamafio mas homogénea. La
grafica de absorbancia en UV-Vis para esta muestra se aprecia en la figura 10, en la cual
podemos observar que la absorbancia maxima del plasmén de superficie se encuentra alrededor
de los 420nm lo que nos indica la presencia de nanoparticulas de plata. Se observa en esta
grafica que la sefal es inferior a la que se muestra en la gréfica para las nanopatrticulas de plata
en concentracion 1x103M, y esto es debido a que al momento de sintetizar estas nanoparticulas,
se utilizé Y10 de la cantidad de solucién de plata que se utilizé al momento de la sintesis de las
nanoparticulas de plata en concentracion 1x10°3M y, por lo tanto, se espera que haya menos
material sintetizado. El analisis EDX de esta muestra (figura 5e) exhibe Unicamente a la plata
presente, por lo que se puede decir que las nanoparticulas son solamente de plata.

Las nanoparticulas bimetalicas oro-plata en concentraciéon 1x10“M pueden observarse en
la micrografia de la figura 4f, en el cual se observan aglomerados de nanoparticulas en tamafios
desde 10nm hasta alrededor de 50nm y no tiene una forma especifica, caso contrario a las
nanoparticulas bimetdlicas en concentracién 1x103M, en la cual se observa la forma esférica en
su mayoria, no hay aglomerados y las cuales no sobrepasan los 20nm de diametro. La gréfica de
absorbancia en UV-Vis para estas nanoparticulas se encuentra representada en la figura 11, y el
analisis EDX se puede apreciar en la figura 5f en donde, al igual que en la concentracion 1x10
3M, se observa que se encuentran presentes el oro y la plata en la composicion de estas
nanoparticulas. El espectro de UV-Vis es muy parecido al espectro que presentan las
nanoparticulas de plata en concentracion 1x103M, y esto es debido a que la cantidad de plata
afadida al momento de la sintesis se mantuvo constante, es decir, se afadié la misma cantidad
de plata que cuando se sintetizaron las nanoparticulas de plata en concentraciéon 1x103M, lo
anico que cambid fue la cantidad de la solucion de oro afiadida, ya que esta solucién de oro
afadida fue un décimo de la solucion de plata afadida.

Las nanoparticulas de oro en concentraciéon 1x10°M pueden observarse en la figura 4g,

en donde se observan nanoesferas con un tamafio inferior a 5nm. Estas nanoparticulas muestran
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una dispersion mas homogénea que las nanoparticulas de oro en concentracion 1x10°3M y 1x10°
“M, lo cual podria deberse a que hay menos cantidad de material para reducir que en las otras
concentraciones (100 veces menos y 10 veces menos respectivamente) y por lo tanto la reaccion
sea mas controlada. La figura 9 muestra la gréfica de absorbancia de UV-Vis para ésta muestra
y en ella se puede apreciar que, a diferencia de las dos concentraciones anteriores de oro, la
sefial de la absorcibn méaxima del plasmon de superficie de esta muestra se encuentra también
alrededor de los 520nm, y podemos decir que son nanoparticulas de oro. Al realizar el analisis
EDX, representado en la figura 5g, se observa que la composicién de estas nanoparticulas es
oro solamente.

Las nanoparticulas de plata en concentraciéon 1x10°°M pueden observarse en la figura 4h
y se aprecian nanoesferas con un diametro no mayor a 20nm y una dispersién de tamafio muy
homogénea. La grafica de absorbancia se muestra en la figura 10 y se observa que la sefial de
absorcion maxima del plasmén de superficie se encuentra, igual que en las muestras anteriores
de plata, alrededor de los 420nm, pero con una intensidad muy baja en la sefial. La disminucion
en la intensidad se debe a la menor cantidad de material que hay en esta muestra (100 veces
menos que en la concentracion 1x103M y 10 veces menos que en la concentracion 1x10“M) y
por lo tanto el nanomaterial sintetizado es menor. El analisis EDX de esta muestra, representado
en la figura 5h, en el cual se observa que el Unico elemento presente es la plata.

La figura 4i nos muestra las nanoparticulas bimetalicas en concentracién 1x10°M y en la
micrografia se observa que, al igual que en la muestra de nanoparticulas bimetalicas en
concentraciéon 1x10“M, no existe una forma definida de las nanoparticulas, ademas tienden a
formar agregados de gran tamafio (alrededor de 50nm). El andlisis espectrofotométrico con UV-
Vis puede observarse en la figura 11 y puede apreciarse una grafica muy parecida a la de
nanoparticulas de plata en concentracién 1x103M. La razén de este parecido es que al momento
de sintetizar las diferentes concentraciones de nanoparticulas bimetalicas se mantuvo constante
la solucion de plata afiadida, lo Unico que cambi6 fue la cantidad de solucién de oro afiadida, en
este caso, la cantidad de oro afiadida era /100 de la cantidad de plata afiadida y es por esto que
podemos asumir que la sefal que aparezca sea muy parecida a la de la plata y no a la del oro.
En el andlisis EDX (figura 5i) observamos que la sefial de la plata es muy superior a la sefial del
oro, pero aparecen las dos sefiales, por lo que podemos decir que se trata de nanoaleaciones de
estos elementos. La sefial de la plata es muy superior a la del oro debido a que hay 100 veces
mas plata que oro en la sintesis de estas nanoparticulas.

ZHAO, J. (2015) reporta la sintesis de nanoparticulas de oro utilizando citrato de sodio y

borohidruro de sodio. Utilizando al citrato como agente reductor y variando las concentraciones
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de reactantes pudo sintetizar nanoparticulas esféricas de 10, 25 y 50 nm de didmetro. Cuando
utilizé el borohidruro de sodio como agente reductor sintetizé nanoparticulas de diversas
morfologias y con tamafios desde 10nm hasta 100nm.

Guzman, M. G (2009) reporta tamafios de nanoparticulas desde 8 nm hasta 50 nm en
donde se utiliza como agente reductor al citrato de sodio. Zhou, G. (2012) reporta la sintesis de
nanoparticulas de plata utilizando también al citrato de sodio como agente reductor. Reporta

formas esféricas en las nanoparticulas y de tamafios alrededor de 30 nm

Internalizacion.

Uno de los intereses de las nanoparticulas son sus potenciales aplicaciones en el area bioldgica.
De ahi el interés de realizar pruebas de internalizacién y citotoxicidad. Para ello, una de las
pruebas realizadas fue la observacion de las nanoparticulas en fluorescencia. En las figuras 9,
10 y 11, se observan pequefios cumulos de nanoparticulas con esta técnica. Las imagenes
muestran diferentes cantidades de puntos presentes, pero esto se debe a la dispersion de la
muestra sobre el portaobjetos y al campo donde se tomo la micrografia.

Cuando se sintetizan nanoparticulas con fines bioldgicos, se requiere evaluar las interacciones
con sistemas vivos, como los cultivos celulares. Entre las pruebas que se recomiendan esta la
internalizacion, ya que de resultar positiva se pueden buscar nuevos usos o aplicaciones para las
nanoparticulas sintetizadas. Por ello, se realiz6 esta prueba exponiendo a las células Hela por 24
horas a diferentes cantidades de nanoparticulas. En el microscopio confocal es posible evaluar
fenbmenos a diferentes niveles de profundidad celular. Las figuras 12 y 13 muestran la
acumulacién de las nanoparticulas bimetalicas en concentracion 1x10° alrededor del nlcleo. En
la figura 12b se observaron sefales fluorescentes en el interior celular cuando se utiliz6 una
longitud de onda de 561 nm en el microscopio confocal. En la figura 12d se observan las sefiales
fluorescentes de las nanoparticulas utilizando una longitud de onda de 488 nm. La figura 13c nos
muestra las sefales de las nanoparticulas bimetalicas en concentracion 1x10°M cuando se utilizé
una longitud de onda de 561 nm, en donde se observa que los cimulos de nanoparticulas se
sitian alrededor del nacleo. Estos resultados nos indican que con la metodologia utilizada y bajo
las condiciones de cultivo y concentracion de nanoparticulas utilizadas fue posible detectar la
internalizacion de estas nanoparticulas. Se requieren estudios adicionales por TEM para evaluar

al resto de las nanoparticulas y obtener mas informacion biol6gica al respecto.
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Citotoxicidad.
Las nanoparticulas actuaron con una tendencia dosis dependiente en las células HeLa como se
puede observar en la Figura 14. Se evaluaron los pozos con 1, 2, 4, 8 y 10ul de las muestras en
concentracion 1x103M. En ésta gréfica, la cantidad de formazan formado por las células es
directamente proporcional al nimero de células vivas. En la gréfica se observé que, conforme iba
aumentando la cantidad de nanoparticulas afiadidas y por ende la concentracion, la cantidad de
formazan iba disminuyendo indicando pérdida de la viabilidad. La viabilidad de las células HeLa
fue del 38% a las 24 horas con el tratamiento con nanoparticulas bimetalicas en contraste con un
46% y 72% de viabilidad en el tratamiento con nanoparticulas de plata y de oro respectivamente.
Teniendo en cuenta que, para que las nanoparticulas sean consideradas biocompatibles
tiene que tener un efecto toxico o dafiino menor al 20%, podemos determinar que las
nanoparticulas sintetizadas en este trabajo serian consideradas incompatibles biolégicamente,

ya que presentan 28, 54 y 62% de toxicidad.
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CONCLUSIONES

Los resultados de esta tesis muestran que el té verde es un buen agente reductor que permite la
sintesis de nanoparticulas de oro, plata y aleaciones de oro-plata, ademas de disminuir los
tiempos de sintesis de estas nanoparticulas. Las nanoparticulas formadas en este trabajo a partir
de la técnica de reduccion de la sal del metal utilizando té verde como agente reductor, se
encuentran en una dispersién de tamafios muy amplia, pero ninguna sobrepasa los 20nm. La
morfologia para estas nanoparticulas es esférica en su mayoria. Estas dispersiones de
nanoparticulas son muy estables.

En cuanto a la evaluacién biologica en las células HelLa, las nanoparticulas bimetélicas
en concentracion 1x10° M sintetizadas a con té verde fueron capaces de ser detectadas por el
microscopio confocal, como indicativo de su internalizacion.

Para la citotoxicidad, se observa un comportamiento diferenciado entre las nanoparticulas
de oro y las de plata, con respecto a la hanoaleacion. Puede verse que las nanoparticulas de oro
y plata presentan un efecto citotéxico menor, en tanto que la citotoxicidad de las nanoaleaciones

fue mas alta a menor concentracion.
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GLOSARIO

Bionanotecnologia: La bionanotecnologia es un area multidisciplinaria relativamente nueva.
Integra elementos de las ciencias biol6gicas (particularmente de ingenieria genética), con las
nanociencias y la nanotecnologia. Ademas, incluye areas tan diferentes como la informética, la
medicina, quimica, ingenieria, entre otras. Basicamente, la bionanotecnologia consiste en:
¢ La maodificacion de los sistemas bioldgicos (desde biomoléculas hasta organismos
enteros), utilizando nanomateriales.

¢ La sintesis o modificacion de las nanoestructuras, utilizando sistemas biolégicos

Células HelLa: son un tipo particular de células de cultivo celular, usadas en investigacion
cientifica. Es el linaje celular humano més antiguo y utilizado con mayor frecuencia. El linaje al
cual pertenecen estas células deriva de una muestra de cancer cérvico-uterino obtenida el 8 de
febrero de 1951 de una paciente llamada Henrietta Lacks (de alli el acrénimo He{nrietta} La{cks})
quien fallecié el 4 de octubre de ese mismo afio debido al cancer. El linaje HeLa ha mostrado ser
particularmente duradero y prolifico, esto se ha demostrado puesto que contamina otros cultivos

celulares usados también en investigacion en los mismos laboratorios

Electronvoltio (simbolo eV): es una unidad de energia que representa la variacion de energia
potencial que experimenta un electrén al moverse desde un punto de potencial Va hasta un punto
de potencial Vb cuando la diferencia Vba = Vb-Va = 1V, es decir, cuando la diferencia de potencial
del campo eléctrico es de 1 voltio. Equivale a 1,602176565 x 10-19 J, obteniéndose este valor de
multiplicar la carga del electrén (1,602176565 x 10-19 C) por la unidad de potencial eléctrico (V).
Es una de las unidades aceptadas para su uso en el Sistema Internacional de Unidades, pero

que no pertenece estrictamente a él.

Esfera de coordinacion: El nimero de coordinacion de un complejo es el numero de ligandos
unidos directamente al atomo metalico central.

La esfera de coordinacion interna contiene a los ligandos unidos al metal central. Estos ligandos
se encierran entre corchetes. Los ligandos de la esfera de coordinacion interna dan cuenta de la
valencia secundaria del complejo, es decir, del numero de enlaces que forma el metal con el
ligando y por tanto también da informacion de la geometria del complejo. Asi, para un nimero de
coordinacion 6, que se supone valencia secundaria de seis, la geometria del complejo sera la

octaédrica.

61



La esfera de coordinacion externa, la forman el resto de ligandos que no van entre corchetes.
Asi, en el complejo [Co(NH3)s]Cls. Los tres iones cloruro forman la esfera de coordinacion externa,
y dan cuenta de la valencia primaria o estado de oxidacion del cation Co(lll).

En el complejo [Co(NH3)sCI|Cl.. La esfera de coordinacion interna esta formada por cinco
moléculas de amoniaco y por un i6n cloruro. La esfera de coordinacion externa la forman dos
iones cloruro. Ocurre entonces que un mismo ligando, en este caso un ién cloruro satisface al

mismo tiempo una valencia secundaria y una valencia primaria del catién Co(lll).

Movimiento browniano: Es el movimiento aleatorio que se observa en algunas particulas
microscopicas que se hallan en un medio fluido (por ejemplo, polen en una gota de agua). Recibe
su nombre en honor al escocés Robert Brown, bidlogo y botanico que descubrié este fenémeno
en 1827 y observd que pequefas particulas de polen se desplazaban en movimientos aleatorios
sin razén aparente. En 1785, el mismo fenbmeno habia sido descrito por Jan Ingenhousz sobre
particulas de carbén en alcohol.

El movimiento estocastico de estas particulas se debe a que su superficie es bombardeada
incesantemente por las moléculas (atomos) del fluido sometidas a una agitacion térmica.

Este bombardeo a escala atdbmica no es siempre completamente uniforme y sufre variaciones
estadisticas importantes. Asi, la presion ejercida sobre los lados puede variar ligeramente con el
tiempo, y asi se genera el movimiento observado.

Tanto la difusibn como la 6smosis se basan en el movimiento browniano.

Nanobiotecnologia: La nanobiotecnologia es una rama de la nanotecnologia con aplicaciones
0 usos bioldgicos y bioquimicos. A menudo la nanobiotecnologia estudia elementos existentes
en la naturaleza para fabricar nuevos dispositivos.

El término bionanotecnologia es usado a menudo como sinénimo de nanobiotecnologia. Si
hacemos la distincién entre ambas, la nanobiotecnologia se refiere a usar la nanotecnologia para
alcanzar las metas de la biotecnologia, mientras que la bionanotecnologia puede referirse a
cualquier superposicion entre la biologia y la nanotecnologia, incluyendo el uso de biomoléculas

como parte o inspiracion de dispositivos nanotecnol6gicos.
Nanociencia: La nanociencia es el estudio de los sistemas cuyo tamafio es de unos pocos (10-

100) nanémetros. Un nanémetro (nm) es 10° metros, alrededor de 10 a&tomos de hidrégeno. La

nanociencia trata de comprender qué pasa a estas escalas, y la nanotecnologia busca
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manipularlo y controlarlo. Lo que lleva a que la nanotecnologia sea un gran avance en diversos
campos de la ciencia.
La nanociencia es un area emergente de la ciencia que se ocupa del estudio de los materiales

de muy pequefias dimensiones.

Nandmetro (nm): es la unidad de longitud que equivale a una mil millonésima parte de un metro
(1 nm=10"°m).

Comunmente se utiliza para medir la longitud de onda de la radiacién ultravioleta, radiacion
infrarroja y la luz. Recientemente la unidad ha cobrado notoriedad en el estudio de la
nanotecnologia, area que estudia materiales que poseen dimensiones de unos pocos

nanémetros.

Nanotecnologia: La nanotecnologia es el estudio, disefio, creacion, sintesis, manipulacion y
aplicacion de materiales, aparatos y sistemas funcionales a través del control de la materia a
nanoescala, y la explotacion de fenémenos y propiedades de la materia a nanoescala. Cuando
se manipula la materia a la escala tan minascula de atomos y moléculas, demuestra fenédmenos
y propiedades totalmente nuevas. Por lo tanto, los cientificos utilizan la nanotecnologia para crear
materiales, aparatos y sistemas novedosos y poco costosos con propiedades Unicas.

Nanoparticula: Una nanoparticula (nanopolvo, nanoracimo, o nanocristal) es una particula
microscépica con por lo menos una de sus dimensiones menor que 100 nm. Actualmente las
nanoparticulas son un area de intensa investigacion cientifica, debido a una amplia variedad de
aplicaciones potenciales en los campos de biomédicos, 6pticos, y electrénicos. Las particulas

estan calificadas por su diametro.

Quimica Verde: La quimica verde es sindnimo de salud y de sostenibilidad ambiental.
Basicamente, la quimica verde u organica esta orientada a buscar nuevas formas de sintetizar
sustancias quimicas para lograr una quimica mas amigable con la salud y el entorno, eliminando

la produccion de residuos toxicos desde su inicio.
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ANEXOS

Anexo 1. Descongelacion de la Linea Celular HeLa

Materiales

3 pipetas de 5 ml

1 tubo Falcon de 50ml

Puntas azules estériles para micropipeta
1 botella de cultivo de 25ml

PBS 1X

Medio de Cultivo D5F suplementado

Metodologia de descongelacion.

Se preparé todo el material para descongelacion de células en una campana de flujo laminar. Se
pone a atemperar el medio de cultivo y el Buffer de Fosfato Salino(PBS) 1X en un bafio Maria a
37°C para evitar dafiar las células al agregarles el liquido helado.

Se toma el vial con células congeladas y se descongela sosteniéndolas en la mano.
Se toma la suspension celular y se pasa a un tubo falcon de 50ml.

Se afiade 1ml de PBS 1X al tubo falcon.

Se centrifuga el tubo a 1700rpm por 7 minutos y a 4°C.

o k~ w0 nh e

Se decanta el sobrenadante tomandolo con una micropipeta y teniendo cuidado de no

resuspender el botén de células que se formé en la parte inferior del tubo falcon.

6. Se afiaden 5ml de medio suplementado y se aflade al tubo. Se resuspende el botén celular
tomando y regresando el liquido 16 veces aproximadamente.

7. Se rotula la botella de medio. Se pasa todo el liquido que se resuspendio en el tubo falcon
y se deposita en la botella rotulada.

8. Se pone en incubacion a 37°C y 5%CO..

9. Revisar la botella a diario en busca de cambio de color y presencia de turbidez.
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Anexo 2. Preparacion de Medio D5F
Para preparar 250ml de medio D5F
1. 230.625ml de Medio de Cultivo sin suplementos.

12.5ml de Suero fetal bovino

2

3. 2.5ml de Piruvato

4. 1.875ml de Glutamina
5

2.5ml de penicilina.

Se afiaden los liquidos y se mezclan de manera suave, evitando hacer burbujas en el medio.
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Anexo 3. Tripsinizacién para el Desprendimiento de Células en Cultivo

Materiales
1 Pipeta de 10ml
2 pipetas de 5 ml

Puntas azules estériles para micropipeta

1 tubo falcon de 50ml

Vaso de precipitado para desechos

Metodologia para despegar células.

Atemperar el medio de cultivo, el Buffer de Fosfato Salino(PBS) 1X y la tripsina en un bafio maria

a 37°C para evitar dafar las células al agregarles el liquido helado.

8.
9.

Con mucho cuidado y sin agitar mucho, se saca todo el medio de cultivo y se desecha.
En este medio van a ir las células muertas y los desechos.

Se lavan las células con 5ml de PBS 1X de 3 a 4 veces, utilizando el mismo PBS que se
afadio. Se toma con una pipeta y se bafia la pared en donde estan pegadas las células.

Tomar el PBS de lavado y se desecha.

Se afiaden 500microlitros de tripsina y se lava de 3 a 4 veces al igual que en el paso #2.

Ya que se afadio la tripsina se pone en incubacion a 37°C y 5% de CO, revisandolos
cada minuto.

Se observan en el microscopio y en caso de que no estén despegadas se les dan golpes
ligeros para favorecer que se despeguen las células.

Ya que las células se despegaron, se afiade 1ml de medio suplementado (D5F) y se lava
nuevamente de 3 a 4 veces para neutralizar la tripsina.

Se toma toda la suspension celular y se pasa al tubo falcon.

Se centrifuga a 1700rpm por 7min y 4°C.

10. Se descarta el sobrenadante, ya que en este iran los restos de la tripsina.

11. Se afiade 1ml de medio D5F y se procede a hacer conteo celular.

Nota. La tripsina rompe enlaces peptidicos e intracelulares para que se desadhieran de la

superficie y entre ellas. Por eso es necesario cuidar el tiempo que se deja la suspension celular

con la tripsina.
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Anexo 4. Conteo Celular por el Método Manual en Camara de Neubauer

Materiales

Puntas amarillas estériles para micropipeta
Tubos eppendorf

Azul de tripano

Camara de Neubauer

Metodologia para Conteo Celular.

Para hacer el conteo celular es necesario conocer el factor de dilucién que se obtiene utilizando
la férmula para el factor de dilucién, FD=Vf/Vi, donde Vi y Vf son los voliumenes inicial y final de

la suspension.

La formula general para conteo celular es:
(Promedio de células contadas) (Factor de dilucion) (10,000) = # células/ml
1. Setoman 25ul de la suspension celular que quedoé cuando se tripsinizaron las células. Se
toman también 50 pul de azul de tripano y se mezclan en un tubo eppendorf.
2. Se toman 20 microlitros y se montan en la camara de Neubauer y se realiza el conteo en

los 4 cuadrantes de las esquinas.
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Anexo 5. Internalizacion de nanoparticulas de plata en concentracion 1x10-4M en células

ARPE.
b

Internalizaciéon de las nanoparticulas Au 1x10“M en células HelLa. a) Au 1x10“M en todos los
canales, b) Au 1x10“M 561 nm, c) Au 1x10-4M 488 nm y d) Au 1x10“*M 640 nm. Nikon Eclipse
Ti, Universidad de Sonora, departamento de Fisica. Aumento 20X.
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Anexo 6. Internalizacién de nanoparticulas de plata en concentraciéon 1x10“*M en células
ARPE.

Internalizacién de las nanoparticulas Ag 1x10“M en células HelLa. a) Ag 1x10“*M en todos los
canales, b) Ag 1x10“*M 561 nm, c) Ag 1x10*M 488 nm y d) Ag 1x10“*M 640 nm. Nikon Eclipse Ti,

Universidad de Sonora, departamento de Fisica. Aumento 20X.
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Anexo 7. Internalizacién de nanoparticulas de plata en concentracion 1x10-4M en células
ARPE.

b

Internalizacién de las nanoparticulas Au-Ag 1x10“*M en células HelLa. a) Au-Ag 1x10“*M en
todos los canales, b) Au-Ag 1x10*M 561 nm, c) Au-Ag 1x10*M 488 nm y d) Au-Ag 1x10“*M 640
nm. Nikon Eclipse Ti, Universidad de Sonora, departamento de Fisica. Aumento 20X.
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