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RESUMEN

TITULO: SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ORO ANISOTROPICAS
FUNCIONALIZADAS CON ACIDO FOLICO Y ESTUDIO in vitro DEL MECANISMO DE
MUERTE CELULAR POR EFECTO FOTOTERMICO EN CELULAS DE CANCER DE
CUELLO UTERINO Hela.

AUTOR: Jeniffer Viviana Ramirez Hernandez?

PALABRAS CLAVE: celula HeLa, nanoparticulas, terapia fototermal, micelas inversas,
Aloe Vera, acido folico.

DESCRIPCION:

Las nanoparticulas metalicas (NPs) estdn emergiendo como agentes fototérmicos prometedores
para la terapia del cancer, debido a su capacidad de generar calor cuando absorben la luz laser.
Especialmente, las NPs de oro (AuNPs) son biocompatibles y facilmente funcionalizables con
moléculas que aumentan su internalizacion. Considerando que la eficiencia fototérmica de las
AUNPs depende de sus propiedades fisicas; este trabajo evalué dos metodologias de sintesis y se
determin6 como las propiedades AuUNPs mejoraron su respuesta fototérmica selectiva para células
HeLa. Las AuNPs se sintetizaron en confinamiento utilizando micelas inversas (MINPs) AOT /
isooctano como medio de reaccion y utilizando una metodologia verde en medio homogéneo con
extracto de Aloe vera (AVNPSs), en ambos casos se usé acido tetraclorhidrico (HAuCI4) como
precursor. Posteriormente, se realiz6 la funcionalizacion con &cido folico (AF). Las AuNPs
obtenidas se caracterizaron por UV-vis, potencial zeta, espectroscopia de fluorescencia y FT-IR.
La citotoxicidad de las AuNPs y el efecto fototérmico en células HelL a se determinaron usando el
metodo de cristal violeta. Se evaluo el efecto de la concentracion de AuNPs (ug / mL), la
funcionalizacién de las nanoparticulas, la distancia de irradiacion, el tiempo de tratamiento y la
longitud de onda del laser. Las nanoparticulas obtenidas mediante la metodologia de micelas
inversas y funcionalizadas con AF presentaron el mejor efecto fototérmico sobre las células Hela,
disminuyendo la viabilidad en un 22% con respecto al control. Este efecto citotoxico puede ser
atribuido a la combinacion de dos posibles mecanismos de muerte celular: necrosis y apoptosis
tardia. Esto resultados sugieren que las MINPs pueden ser consideradas como agentes terapéuticos
prometedores contra el cancer.

Trabajo de grado.
2Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Dra. Stelia Carolina Méndez Sanchez, Doctora en Ciencias

Biogquimicas.
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ABSTRACT

TITLE: SYNTHESIS OF ANISOTROPIC GOLD NANOPARTICLES FUNCTIONALIZED
WITH FOLIC ACID AND in vitro STUDY OF THE MECHANISM OF CELL DEATH BY
PHOTOTHERMAL EFFECT IN HeLa UTERINE CANCER CELLS.

AUTHOR: Jeniffer Viviana Ramirez Hernandez®*

KEY WORDS: HeLa cell, nanoparticles, photothermal therapy, reverse micelles, Aloe Vera, folic
acid.

DESCRIPTION:

The metallic nanoparticles (NPs) are emerging as promising photothermic agents for cancer
therapy, due to their ability to generate heat when they absorb laser light. Especially, the gold NPs
(AuNPs) are biocompatible and easily functionalized with molecules that increase their
internalization. Considering than the photothermal efficiency of AuNPs depends on its physical
properties. This work evaluated two synthesis methodologies and we determined how the AuNPs
properties improved their selective photothermal response for HelLa cells. The AuNPs were
synthesized in confinement using reverse micelles (RMNPs) AOT / isooctane as a reaction
medium and using a green methodology in a homogeneous medium with Aloe vera extract
(AVNPs), in both cases tetrachlorhydric acid (HAuCI4) was used as a precursor. Subsequently,
functionalization with folic acid (FA) was performed. The AuNPs obtained were characterized by
UV-vis, zeta potential, fluorescence spectroscopy and FT-IR. The cytotoxicity of AuUNPs and the
photothermal effect in HeLa cells were determined using crystal violet method. The effect of
concentration of AuNPs (ug / mL), functionalization of nanoparticles, irradiation distance,
treatment time and laser wavelength were evaluated. The nanoparticles obtained by the
methodology of reverse micelles and functionalized with FA presented the best photothermal
effect on HeLa cells, decreasing viability by 22% with respect to the control. This cytotoxic effect
could be attributed to the combination of two possible mechanisms of cell death: necrosis and late
apoptosis. These results suggest that RMNPs can be considered as promising therapeutic agents
against cancer.

3Trabajo de grado.
4Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Dra. Stelia Carolina Méndez Sanchez, Doctora en Ciencias

Biogquimicas.
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Introduccion

El cancer ha causado cerca de 8.8 millones de muertes a nivel mundial, lo que lo ha convertido,
en la segunda enfermedad no transmisible con mayor tasa de mortalidad después de las
enfermedades cardiovasculares (Forouzanfar et al., 2016). En particular, el cancer de cérvix se
considera entre los padecimientos que mas muertes genera en el mundo con alrededor de 266.000
casos por afio (Ferlay et al., 2012). En Colombia, por ejemplo, el cancer de cuello uterino es la
quinta causa de muerte, afectando cerca del 8% de las mujeres en el afio 2014 (Chaparro Narvéez
et al., 2015). Debido a la baja especificidad de las terapias convencionales utilizadas contra el
cancer de cérvix y a los efectos secundarios (Lorusso, Petrelli, Coinu, Raspagliesi, & Barni, 2014),
se hace necesaria la busqueda de tratamientos alternativos que presenten alta eficiencia y
especificidad contra las células cancerigenas, y por tanto genere el menor dafio citotdxico posible
a las células normales del paciente.

En los ultimos afos, la comunidad cientifica ha dirigido notables esfuerzos a la investigacion
y aplicacion de la nanotecnologia en la medicina, encontrando diversas aplicaciones en la
deteccion y la terapia contra el cancer. En este sentido, la terapia fototérmica, basada en la
implementacién de nanoparticulas que promueven la hipertermia celular al ser irradiadas con luz
laser (Zhou et al., 2014), se muestran como una interesante y versatil alternativa de tratamiento.
Actualmente, el empleo de nanoparticulas y especialmente de nanoparticulas metalicas en este
campo, ha tenido gran auge debido a que sus propiedades difieren notablemente de las propiedades
a escala macro de los materiales (Loos, 2015). Estas propiedades particulares son inherentes al
tamafo, forma y naturaleza de las nanoparticulas, debido a que presentan efectos cuénticos

asociados a su relacion superficie/volumen. Principalmente, se ha implementado el uso de
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nanoparticulas de oro debido a la versatilidad de su sintesis, baja toxicidad, alta biocompatibilidad
y propiedades Opticas ajustables entre las que se destacan la absorcion y dispersion de radiacion y
su facilidad para ser funcionalizadas (X. Huang & El-Sayed, 2010; Yeh, Creran, & Rotello, 2012).

La presencia de anisotropia en las nanoparticulas es importante para el tratamiento de diversas
enfermedades, y en especial el cancer (Mikhailovna Egorova, Amirkhanovich Kubatiev, &
Ivanovich Schvets, 2016), puesto que las nanoparticulas no esféricas pueden tener uno 0 mas
plasmones entre 500-2000 nm (Tréguer-Delapierre, Majimel, Mornet, Duguet, & Ravaine, 2008),
lo cual, es aprovechado para disminuir el dafio en tejido normales gracias a la ventana optica,
presente en el rango de 600-1300 nm (Lyons, Patrick, & Brindle, 2013).

Si bien, el efecto fototérmico de las AuNPs sobre células de cancer de cuello uterino ha sido
ampliamente demostrado (L. E. Bertel Garay, 2015; T. Liu et al., 2014), el reto actual de los
investigadores se centra en obtener nanoparticulas que posean una mejor eficiencia como
nanocalefactores, menor toxicidad y mayor selectividad hacia células tumorales. Por consiguiente,
este estudio tiene como objetivo evaluar el efecto de la anisotropia de las AuNPs en terapia
fototérmica sobre células de cancer de cuello uterino, el efecto de la anisotropia de las AuNPs,
sintetizadas mediante dos métodos diferentes: micelas inversas (medio confinado) y mediante
sintesis verde (medio homogéneo). Ademas, evaluar la respuesta térmica frente a la irradiacion en
el infrarrojo cercano (IRC) asi como el efecto de la funcionalizacion de las AuNPs con acido folico

en la selectividad hacia células tumorales y su influencia en la muerte térmica.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar metodologias diferentes de sintesis de nanoparticulas anisotropicas y funcionalizadas

con &cido folico, para optimizar las propiedades Opticas de los nanocompuestos y su eficiencia

como nanocalefactores para el tratamiento fototérmico selectivo de células cancerosas tipo HelLa.

1.2 Objetivos Especificos

e Diseflar nuevas metodologias para sintetizar y funcionalizar nanoparticulas de oro

anisotrépicas para su uso en terapia fototérmica selectiva de células cancerosas.

e Determinar el efecto citotdxico de las nanoparticulas de oro funcionalizadas sobre la linea

cancerigena (HeLa).

e Determinar la eficiencia fototérmica de las nanoparticulas funcionalizadas con AF para

inducir muerte selectiva de células cancerosas por hipertermia.

e Establecer el mecanismo de accion de las nanoparticulas funcionalizadas después de la

irradiacion, mediante fragmentacion de ADN vy citometria de flujo.
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2. Marco tedrico y estado del arte

2.1 El cancery sus estadisticas de mortalidad

En el 2015, cerca del 70% de la tasa de mortalidad mundial se relaciond con enfermedades no
transmisibles en las que se encuentra la diabetes (1.6 millones), enfermedades respiratorias (3.9
millones) y el cancer (8.8 millones) (Forouzanfar et al., 2016). EI cancer se caracteriza por la
presencia de células anormales que se desarrollan rdpidamente gracias a sus capacidades para
inhibir la apoptosis, diseminarse y proliferar sin control en los tejidos del cuerpo (Meza-junco,
Montafio-loza, & Aguayo-gonzélez, 2006).

El cancer es una enfermedad catalogada como multifactorial debido a que posee una variedad
de factores predisponentes, como son: la exposicion a agentes infecciosos, una dieta
desbalanceada, consumo de cigarrillo, entre otros (Deverakonda & Gupta, 2016; Forouzanfar et
al., 2016). Millones de mujeres anualmente mueren por cancer. Segun Globocan 2012, y las tasas
de mortalidad mas representativas para esta poblacién son causadas por el cancer de mama,
colorrectal, pulmdn, cuello uterino y de estomago (Ferlay et al., 2012). El cancer de cuello uterino
se genera cuando ocurre la transformacion neoplasica de las células escamosas del epitelio, siendo
atribuido a una infeccion previa con algunos tipos del virus del papiloma humano (VPH)
principalmente los genotipos 16 y 18 (Deverakonda & Gupta, 2016; Herrera de la Muela, Alvarez
de la Rosa, & de Santiago, 2009). El cancer de cérvix se considera el cuarto cancer mas frecuente
en mujeres, con indicadores de incidencia de 528.000 casos en 2012 a nivel mundial y con mayor
tendencia a generarse en paises subdesarrollados. (Ferlay et al., 2012). Por ejemplo, en Colombia,
durante el periodo de 2007-2013 se presentaron cerca de 13.000 muertes atribuidas al cancer

cuello uterino (Pardo, de Vries, Buitrago, & Gamboa, 2017).
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2.1.1 Desarrollo del cancer de cuello uterino

El VPH es el principal causante del cancer cervical en mas del 96% de mujeres con neoplasia
cervical intraepitelial (Garcia, Bosch, Covisa, & Atero, 2008). Existen alrededor de 100 diferentes
tipos de VPH de los cuales 58 son malignos y pueden generar cancer (Concha R, 2007; Husain &
Ramakrishnan, 2015). Los genotipos 16 y 18 poseen una integracion mas efectiva al genoma
humano en comparacion con otros tipos del virus, generando la rapida aparicion de lesiones de
alto grado (Crosbie, Einstein, Franceschi, & Kitchener, 2013; Husain & Ramakrishnan, 2015;
Véazquez Marquez, Gonzélez Aguilera, de la Cruz Chavez, Almirall Chavez, & Valdés Martinez,
2008). Las principales proteinas del VPH que facilitan la proliferacion de células cervicales
cancerigenas son: E6 y E7 de alto riesgo oncogénico, actuando en la degradacién dos proteinas
(p53 y Rb, respectivamente) que regulan el ciclo celular, facilitando la evasion de la apoptosis y
la proliferacion incontrolada de las células, haciéndolas susceptibles a la transformacion
neoplasica (X. Chen, Jiang, Shen, & Hu, 2011; Fernandez, Sanchez, Raposo, & Castellanos, 2013;
Lagunas-Martinez, Madrid-Marina, & Gariglio, 2010). Este tipo de células cancerigenas poseen
mutaciones caracteristicas como: el aumento de la quinasa dependiente de ciclina 3 (Cdk3) y la
subunidad del citocromo C oxidasa facilitandoles la transicion de las fase G1 a la S (Jaluria,
Betenbaugh, Konstantopoulos, & Shiloach, 2007).

Adicionalmente, se sobre-expresan los receptores de folatos en HelLa y otros adenocarcinomas,
promovidos por el aumento de uno de los tres genes que los codifican (hFRa o FOLR1) (Wibowo
et al., 2013). Estos receptores son caracteristicos de las células epiteliales polarizadas y se
encuentran anclados en la membrana plasmatica, permitiendo el paso de acido félico y sus
derivados importantes en la sintesis de nucledtidos y proliferacion celular (Wibowo et al., 2013;

Zwicke, Mansoori, & Jeffery, 2012). El aumento de estas proteinas es aprovechado en diferentes
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alternativas de tratamiento, con el fin de aumentar la selectividad de un compuesto mediante su
funcionalizacion con acido félico (Siwowska, Schmid, Cohrs, Schibli, & Mller, 2017; Zwicke et

al., 2012).

2.1.2 Tratamiento y quimioterapia en el cancer de cérvix.

Dependiendo de la evolucion del cancer en el paciente se realizan tres tipos de tratamientos:
quirdrgicos, radioterapia y quimioterapia. En la mayoria de los casos se emplean combinandose
en distintas formas (Sadalla, Moreira De Andrade, Nogueira Dias Genta, & Chada Baracat, 2015).
Algunos tratamientos como la cirugia, laserterapia y quimo-radiacion solo se pueden realizar a
pacientes con la lesion visible, sin cambios en el epitelio glandular y sin enfermedad invasiva
(Fidalgo, Machancoses, Gonzalez, & Cervantes, 2011). Mientras que en otros casos, por ejemplo
cuando la progresion de la lesion es del 30-50 %, se extirpa la zona de lesidn y se puede sacar
tejido para realizar un estudio patoldgico (Garcia et al., 2008). En el caso de mujeres con citologia
HSIL (Lesion intraepitelial escamosa de alto grado) se emplea una exéresis (extirpacion del
Organo) (Sadalla et al., 2015), mientras que tratamientos como la quimioterapia y radioterapia
emplean farmacos cuya efectividad suele variar con respecto a la etapa del cancer y el estado del
paciente, ademas causa efectos secundarios como alopecia, diarrea, vomitos, nauseas y efectos
emocionales (Cano Gonzélez, Diaz Barroso, Fernandez Fernandez, Garcia Garcia, & Gutiérrez

Garcia, 2009; Sadalla et al., 2015).

2.2 Nuevas alternativas de tratamiento contra el cancer
Dado que los métodos de tratamiento actuales causan diversos efectos secundarios indeseables

(Cano Gonzalez et al., 2009; Sadalla et al., 2015), se estan estudiando varias vacunas que pueden
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ser profilacticas (virus como particulas obtenidas a partir de L1) y terapéuticas (péptidos derivados
de los oncogenes E6 y E7) que atacarian al virus VPH impidiendo la aparicion del cancer y otras
infecciones que se atribuyen a este virus (Alameda Gonzalez & de Lorenzo-Caceres Ascanio,
2008). Ademas, se estan investigado otras terapias alternativas, tales como:

Terapia dirigida: Esta técnica elimina el cancer generando un Ilamado de la respuesta inmune
del hospedero para contrarrestar el cancer, por la unién especifica del ligando o molécula a un
receptor para bloquear procesos necesarios para la supervivencia de la célula maligna o por medio
de su conjugacion con moléculas como una toxina, un nano compuesto o un radioisotopo (Gerber,
2008; Zwicke et al., 2012).

Farmacos o inhibidores moleculares: Los cuales emplean moléculas que inducen apoptosis y
disminuyen la tasa de proliferacion celular mediante varios mecanismos, entre los que sobresalen
la sensibilizacion a la apoptosis inducida al incrementar la transcripcion del gen DR5 (Kandasamy

& Kraft, 2008) y la inhibicion de traduccién de proteinas (W. K. K. Wu et al., 2010).

2.3 Nanociencia y nanotecnologia

La nanociencia es la ciencia asociada con el estudio del comportamiento y la manipulacion de
las especies quimicas que conforman estructuras nanométricas (Whitesides, 2005), que permite su
posible su aplicacion en diferentes campos (nanotecnologia), con el fin de entender, crear y utilizar
estructuras, materiales y sistemas con propiedades y funciones no convencionales (Filipponi &
Sutherland, 2012). Es asi como, la union entre la biotecnologia y la nanotecnologia ha permitido
el uso de nanoparticulas, como alternativas de solucion a problemas sociales como el cancer

(Loos, 2015; Zwicke et al., 2012).
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2.3.1 Nanoparticulas.

Las nanoparticulas (NPs) son particulas con dimensiones menores a 100 nm, que son objeto de
intensa investigacion cientifica, debido a una amplia variedad de aplicaciones (Filipponi &
Sutherland, 2012). La morfologia de las nanoparticulas suele ser muy variada, ademas la
composicion y el tamarfio le atribuyen cualidades especificas a cada nano material. Por ejemplo,
las nanoparticulas de oro de 20 nm tienen un color rojo vino mientras que las de plata son de color
gris amarillento y las de platino y paladio son de color negro, estas diferencias también pueden
darse para un mismo material, por ejemplo las nanoparticulas de oro esféricas de ~100 nm de
diametro son de color amarillo, mientras que las de ~50 nm son verdes (Buzea, Pacheco, &
Robbie, 2007; Horikoshi & Serpone, 2013).

En general las nanoparticulas son clasificadas teniendo en cuenta dos criterios: la naturaleza
qguimica y la morfologia (Buzea et al., 2007). En funcion a su naturaleza las nanoparticulas se
clasifican en: organicas (Fullerenos, nanotubos de carbono, lipidos, proteinas y nano cristales de
celulosa (CNCs)) e inorganicas (nanoparticulas de oro, plata, platino, cobre, aluminio y
nanoparticulas de Oxidos metalicos: Al20s, Cu20, TiO., SiO2) (Abhilash, 2010; Heera &
Shanmugam, 2015; F. D. D. C. Rodriguez, 2012). Mientras que en funcion a sus dimensiones estas
se pueden ser: esféricas, cilindricas, elipsoidales, tubulares, helicoidales, arracimadas,
campaniformes, dendriticas, en forma de zig-zag o en caja. Ademas, estas formas se subdividen
en conformaciones anisotropicas, que son aquellas que tienen uno o varios ejes asimétricos

(Buzea et al., 2007; Sau & Rogach, 2010).


https://es.wikipedia.org/wiki/Nan%C3%B3metro
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2.3.2 Propiedades de las nanoparticulas

Las propiedades de los materiales a escala macro son fijas para un mismo tipo de material; sin
embargo, a escala nano, algunas propiedades varian con su tamafio y su forma (Tiede et al., 2008),
por lo que el control morfoldgico de particulas nanométricas es muy importante cuando se quiere
obtener propiedades especificas (Burrows et al., 2016; Panikkanvalappil, Theruvakkattil, Samal,
& Thalappil, 2011). A continuacion, se describen las principales propiedades de las
nanoparticulas.

Propiedades fisicas: Entre las propiedades fisicas mas remarcables de las nanoparticulas se
encuentra el denominado fenémeno de resonancia del plasmoén superficial “RPS” (Surface
Plasmon Resonance), una propiedad éptico-electronica caracteristica de algunos metales a escala
nanométrica como: oro, plata y semiconductores. (Stalmashonak, Seifert, & Abdolvand, 2013).
Esta resonancia se produce cuando las nanoparticulas tiene un tamafio menor que la longitud de
onda de la luz incidente, d<<A, lo que genera excitaciones dipolares fuertes de los electrones libres
en la superficie de la particula (Amendola, Pilot, Frasconi, Marago, & lati, 2017; Cruz et al., 2012);
con la resonancia del plasmén se produce un fuerte acoplamiento de los electrones libres con la
radiacion incidente debido a los fotones absorbidos (Couvreur, 2016; Filipponi & Sutherland,
2012; Rao, Thomas, & Kulkarni, 2007; Rider, Ostrikov, & Furman, 2012; Stalmashonak et al.,
2013; YulJuan Zhang, Huang, Zhu, Wang, & Wu, 2012). El tamafio y la forma de las
nanoparticulas son factores determinantes de la frecuencia de resonancia y la anchura de banda de
absorcion del plasmén (Couvreur, 2016; Filipponi & Sutherland, 2012; Rao et al., 2007,
Stalmashonak et al., 2013).

Especialmente en aplicaciones médicas, las formas de las nanoparticulas permiten que estas

puedan ser empleadas para el tratamiento de diversas enfermedades (Mikhailovna Egorova et al.,
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2016), dado que las nanoparticulas esféricas de Au presentan un plasmén de resonancia en el
rango de 500-600 nm, mientras que las no esféricas pueden tener uno o mas plasmones entre 500-
2000 nm (Tréguer-Delapierre et al., 2008), permitiendo la aplicacion de nanoparticulas
anisotrdpicas en sistemas bioldgicos, ya que la zona donde eficiencia de la transmision de la luz a
través del tejido como la Hemoglobina, desoxihemoglobina, HbO> y oxihemoglobina es baja y
por ende el dafio sobre los tejidos normales es minino, también conocida como ventana Optica, se
encuentra entre 600-1300 nm (Lyons et al., 2013).

Propiedades quimicas: Las nanoparticulas metélicas o i6nicas manifiestan propiedades
qguimicas muy importantes. Su elevada reactividad quimica es consecuencia de su elevada
superficie especifica y del importante nimero de &tomos en la superficie que originan una elevada

energia de superficie de las nanoparticulas (Pérez, Bax, & Escolano, 2005; Rao et al., 2007).

2.3.3 Métodos de sintesis de nanoparticulas.

Los métodos de sintesis de las nanoparticulas varian segun los requerimientos en su respectiva
aplicacion. La primera metodologia de sintesis de nanoparticulas controlada fue mostrada en 1992
por Heath y colaboradores (Heath, 1992). Actualmente, los métodos de sintesis se clasifican como
"top-down" y "bottom-up"” (J. Thomas, 2014). Los métodos top-down también conocidos como
métodos de “arriba - abajo” consisten en convertir un macro material en particulas del orden de
nandémetros, mientras que los métodos bottom-up o de “abajo-arriba” sintetiza las nanoparticulas,
ensamblando atomos y moléculas utilizando generalmente procedimientos quimicos, hasta
conseguir un conglomerado de moléculas del tamafio requerido (Crespi, Galstyan, & Lerman,
2008; Ferrari, 2012; Marongiu, 2010; Parak, Simmel, & Holleitner, 2010; J. Thomas, 2014;

W.Siegel, Hu, & M.C.Roco, 1999).



ESTUDIO in vitro DE AuNPs ANISOTROPICAS EN HelLa 25

Sintesis de nanoparticulas de oro.

Existen diferentes técnicas de sintesis de nanoparticulas de oro, por ejemplo, el método mas
popular para sintesis de nanoparticulas fue el realizado por primera vez en 1951 por Turkevich,
empleando agentes como citrato, aminoacidos, acido ascorbico o luz UV y obtuvieron
nanoparticulas esféricas de aproximadamente de 20 nm (Turkevich, Stevenson, & Hillier, 1951).
Mukherjee y colaboradores sintetizaron nanoparticulas de oro por medio de una técnica
extracelular con reduccion de iones tetracloroauricos (AuCls) utilizando el hongo Fusarium
oxysporum (Mukherjee et al., 2002).

En la investigacion de Schriffin y colaboradores en 2003 los autores emplearon el método de
crecimiento de siembra con dodecanetiol para estabilizar las AuNPs esféricas (Waters, Mills,
Johnson, & Schiffrin, 2003). Otro ejemplo, fue mostrado por Chili y Revaprasadu en 2008,
quienes usaron la técnica de reduccion empleando irradiacion UV, PVP (poli vinil pirrolidona)
como un ligando y HAuUCI,, dependiendo del tiempo de irradiacion se obtuvieron nanoparticulas
de oro hexagonal, decaedro, varilla, triangular y/o pentagonal (Chili & Revaprasadu, 2008).

Actualmente, se han disefiado algunas modificaciones como el uso de alcanotioles para
estabilizacion de las nanoparticula de oro (Shah et al., 2014). Otros métodos de sintesis eficientes
y de bajo costo han sido realizados por Britto Hurtado y colaboradores, quienes sintetizaron
nanoparticulas coloidales de oro de diferentes morfologias empleando acido ascérbico y sacarosa
para la reduccion de &cido tetracloroaurico (HAuCl4) acuoso (Britto Hurtado et al., 2016) y por
Alexander Pestov y colaboradores quienes realizaron una sintesis verde con soluciones de
derivados de quitosano, metilquitosan y etilquitosan con HAuUCl4 para generar de manera eficiente

nanoparticulas de oro (Pestov, Nazirov, Privar, Modin, & Bratskaya, 2016).



ESTUDIO in vitro DE AuNPs ANISOTROPICAS EN HelLa 26

Una de las metodologias bottom-up (abajo-arriba) mas versatiles, para la sintesis de
nanoparticulas es el uso de micelas inversas como nanoreactores moleculares. Las micelas
inversas son sistemas organizados auto-ensamblados que se obtienen cuando se disuelve una
molécula de surfactante en un solvente organico de baja polaridad (Bayraktutan, Meral, &
Onganer, 2014). En estas se pueden diferenciar claramente tres regiones: una regién interna
denominada “laguna o corazon polar”; la interfaz (grupos cabezas polares contra los iones del
surfactante) y la fase organica externa. Uno de los surfactantes mas difundidos y que forman
micelas inversas es el bis (2-etilhexil) sulfosuccinato de sodio (AOT) figura 1. Este sistema se
destaca por ser no tdxico y por solubilizar en su corazén polar grandes cantidades de agua (Wo =
[Agua]/ [Surfactante]) (Calandra, Giordano, Longo, & Liveri, 2006; Herrera, Resto, Briano, &
Rinaldi, 2005), sin condiciones extremas de temperatura ni presion, ademas, permite el control del
tamafo y la forma de las particulas simplemente variando la composicién y dindmica de la
emulsion (Bagwe & Khilar, 2000).
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Figura 1. Representacién de las micelas inversas de AOT. A) Micela inversa constituida por AOT y
agua. B) Estructura molecular del bis (2-etilhexil) sulfosuccinato de sodio (AOT). Adaptado de Tatarchuck
(2011) y El Aferni (2017) (El Aferni, Guettari, & Tajouri, 2017; Tatarchuk et al., 2011).
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Las micelas inversas se han empleado como nanoreactores en diferentes reacciones quimicas y
bioldgicas. En la sintesis de nanomateriales esta metodologia se caracteriza por ser simple y
reproducible, permite el control de la estructura, tamafio y forma de las particulas variando
simplemente las condiciones del nanoreactor y /o de preparacion como tipo y concentracion del
reductor, temperatura y velocidad de agitacion. Ademas, las nanoparticulas obtenidas a través de
esta metodologia pueden ser facilmente transferidas a fase acuosa y ser funcionalizadas con un
amplio abanico de ligandos que facilitan su interaccidn con sistemas bioldgicos (Calandra et al.,
2006; Herrera et al., 2005).

En este sentido, Herrera y colaboradores en 2005, utilizaron n-sulfito de potasio (K2SO3) como
reductor de la solucion de KAuCls#/AOT/isooctano para formar nanoparticulas coloidales de oro
esféricas en un rango de 5 a 100 nm de diametro (Herrera et al., 2005). Li y colaboradores en
2006, emplearon micelas inversas en tolueno con P4VP como el ndcleo y el PS como la cascara
de pétalo y se mezclaron con una solucion de HAuCl4.3H20 para producir nanoparticulas de oro
de tamafio menor a 10 nm y con dimensiones y morfologia controlada (J. Li et al., 2006).
Calandara y colaboradores en el 2006, emplearon el método de micelas inversas con el agente
reductor (N2Ha / tetrahidrofurano) para reducir HAuCls / AOT / n-heptano o HAUCI4 / lecitina /
ciclohexano, dando como resultado final la formacion de las nanoparticulas de oro mono dispersas
(Calandra et al., 2006). Otro ejemplo, es el estudio realizado por Spirin y colaboradores en 2008,
quienes sintetizaron nanoparticulas de oro de un tamafio aproximado de 5 nm empleando el
sistema de Triton X 100 / agua / ciclohexano en presencia de sulfito de sodio junto con HAuUCI4
usando dodecanetiol como estabilizante de las nanoparticulas (Spirin, Brichkin, & Razumov,

2008). Menezes y colaboradores, utilizaron micelas inversas tipo BCP (bloques de copolimero)
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como nanoreactores para la sintesis de nanoparticulas tipo aleacion (AuAg) con un rango de 3 a
20 nm de diametro y morfologia variada (Menezes, Zielasek, Thiel, Hartwig, & Béumer, 2013).

Los anteriores casos son meétodos que emplean principalmente reactivos sintéticos, sin
embargo, también existen métodos denominados verdes en los que se utilizan compuestos de
origen natural para sintetizar nanoparticulas de oro. (Kharissova, Dias, Kharisov, Olvera Pérez, &
Jiménez Pérez, 2013; P. Singh, Kim, Zhang, & Yang, 2016). En este sentido, algunos ejemplos de
sustratos para sintesis verde son el uso del extracto de las hojas de Padina gymnospora, una macro
alga marina (M. Singh, Kalaivani, Manikandan, Sangeetha, & Kumaraguru, 2013), el extracto de
flores de Couroupita guianensis (Geetha et al., 2013), extractos de semillas de Abelmoschus
esculentus (Jayaseelan, Ramkumar, Rahuman, & Perumal, 2013) y extractos de cacao (Fazal et
al., 2014), como reductores y estabilizantes del precursor HAuCls. Del mismo modo, Chandran y
colaboradores, sintetizaron nanoparticulas de oro de formas principalmente triangulares
empleando extracto de Aloe vera (Chandran, Chaudhary, Pasricha, Ahmad, & Sastry, 2006).

El extracto de Aloe vera esta compuesto por azucares, ademas de minerales, proteinas y lipidos
en menor proporcion (Ahlawat & Khatkar, 2011). Entre los carbohidratos presentes en el extracto
de Aloe vera, se encuentran los siguientes monosacaridos: manosa, glucosa, galactosa, galactosa
A, fucosa, arabinosa y xilosa, donde la manosa es el azicar mas abundante seguido de la glucosa
y galactosa (Ahmed & Hussain, 2013; P. Liu, Chen, & Shi, 2013; Tai-Nin Chow, Williamson,
Yates, & Goux, 2005). También se ha identificado la presencia de L-ramanosa y aldopentosas en
bajas concentraciones (Ahlawat & Khatkar, 2011; Hamman, 2008; Moghaddasi M & Kumar
Verma, 2011; Raksha, 2014). Estos hidratos de carbono son los principales componentes de los
polisacaridos, que a su vez son los principales componentes del parénquima del Aloe vera.

Asimismo, los polisacaridos mas abundantes, que constituyen cerca de un 55% de los
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componentes totales de gel de Aloe vera son el manano y sus derivados como manano acetilado,
glucomanano acetilado y el glucogalactomanano, ademas de bajas cantidades de galactano,
galactogalacturano, arabinogalactano, galactoglucoarabinomanano, sustancia péptica, Xxilano,
celulosa (Ahlawat & Khatkar, 2011; Hamman, 2008; P. Liu et al., 2013; Moghaddasi M & Kumar
Verma, 2011; Raksha, 2014).

Las proteinas constituyen Unicamente el 7% Yy se ha identificado principalmente lectina y
algunas sustancias tipo lectinas, adicionalmente presentan una amplia gama de aminoacidos como
alanina, arginina, acido aspartico, acido glutamico, glicina, histidina, hidroxiprolina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, treonina, tirosina y valina. También se han
identificado enzimas como amilasa, catalasa, lipasa, fosfoenolpiruvato, superoxido dismutasa y
peroxidasa y minerales como cloro, sodio, calcio, potasio, hierro, cobre y zinc; vitaminas como
A, BI1, B2, B12, C, acido folico, colina y B-caroteno (Ahlawat & Khatkar, 2011; Ahmed &
Hussain, 2013; Hamman, 2008; P. Liu et al., 2013; Moghaddasi M & Kumar Verma, 2011,

Raksha, 2014).

2.3.4 Funcionalizacion de las nanoparticulas y acido félico.

Para la aplicacién de nanoparticulas en ambitos médicos, es importante la funcionalizacion, es
decir, el enlazamiento covalente o no covalente de NPs con moléculas y/o biomoléculas que
permiten estimar su direccién, ya que debido a que su tamafio estas particulas pueden
internalizarse en una gran variedad de tejidos incluyendo los sanos (Sperling, 2008; Subbiah,
Veerapandian, & Yun, 2010; Thanh & Green, 2010; Tiwari, Vig, Dennis, & Singh, 2011), por lo

que la union de biomoléculas con nanoparticulas metalicas son de gran importancia por su buena
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biocompatibilidad, selectividad y eficiencia en la internalizaciéon celular (Bhattacharya et al.,
2007; Sperling, 2008; Z. Zhang et al., 2010) mediada por receptores.

Existen una gran variedad de ligados que son empleados en la funcionalizacion de
nanoparticulas, como por ejemplo el acido fdlico, cuya conjugacion confiere a las NPs
propiedades como estabilidad y mayor afinidad por células altamente proliferativas, ya que es
poco absorbido en las células sanas, sin embargo, en las células cancerigenas y en especial las
epiteliales, la internalizacion de este tipo de compuestos es mayor por la sobreexpresion de los
receptores de folatos (G. Li, Li, Zhang, Zhai, & Wang, 2009; Subbiah et al., 2010; Thanh & Green,

2010).

2.3.5 Terapias empleando nanoparticulas de oro

En esta area se resaltan dos terapias; las AuNPs direccionadas al nicleo de células cancerosas
con el fin de originar un dafio en el ADN vy detener la citocinesis (Kang, Mackey, & El-sayed,
2010), y la terapia fototérmica mediante el uso de AuNPs que debido a sus propiedades
optoelectrénicas en presencia de radiaciones electromagnéticas emiten calor (Kennedy et al.,
2011). Esta propiedad denominada efecto fototérmico convierte a las nanoparticulas en
promisorios agentes terapéuticos en el tratamiento selectivo por hipertermia de células cancerosas
(Nguyen, 2012; Oh, Yoon, & Park, 2013; Zhou et al., 2014).

La hipertermia celular, también llamada ablacion fototérmica, es un tratamiento fisico del
cancer que implica la muerte de células cancerosas por el aumento localizado de la temperatura.
La hipertermia conduce a la muerte celular por apoptosis causada por el calentamiento de las
células a una temperatura de 42-46°C 0 mayor. En este sentido, el desarrollo de un nanocompuesto

terapéutico basado en AuNPs, que pueda ser dirigido al lugar especifico y activado desde el
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exterior por una fuente electromagnética apropiada (rayos laser IRC) sin afectar tejidos
colindantes, ofrece incuestionables ventajas en el tratamiento del cancer (Zhou et al., 2014).

Como lo demuestran Hirsch y colaboradores en 2003, empleando nanocapsulas de oro,
inocularon la linea de cancer de mama SK-BR-3 en ratones y al ser irradiados con un laser de
longitud de onda especifica, determinaron un aumento significativo en la temperatura de los
ratones tratados con los nanocompuestos, causando dafios tisulares irreversibles, evidenciados en
la coagulacion, encogimiento celular y pérdida de tincion nuclear, contrario a esto, los tejidos
normales se mantuvieron casi intactos (Hirsch et al., 2003).

Asi mismo, El-Sayed y colaboradores, evaluaron nanoparticulas de oro conjugadas con el
receptor del anticuerpo del factor de crecimiento anti-epitelial (EGFR), como agentes fototérmicos
sobre dos lineas de carcinoma (HSC 313 y HOC 3 Clone 8) y una linea epitelial benigna (HaCaT).
Utilizando un laser de iones de Argon, encontraron una mayor tasa de muerte de las lineas
cancerigenas en comparacion con las células normales del estudio (EI-Sayed, Huang, & El-Sayed,
2006). Stern y colaboradores en 2007, evidenciaron la eficiencia de esta terapia implementando el
tratamiento con nanocapsulas de oro en dos lineas de cancer de prostata (PC-3 y C4-2), que luego
de ser irradiadas con luz NIR, generaron una zona localizada de muerte celular (Stern et al., 2007).

Un estudio de gran importancia fue publicado por Day y colaboradores en 2011, los autores
comprobaron la utilidad de la terapia fototérmica mediada por nanocépsulas de oro para
contrarrestar el glioma humano maligno inoculado en ratones, empleando irradiacion con una
frecuencia de infrarrojo cercano establecieron que el 57% de los ratones en estudio sobrevivieron
sin presencia del cancer al culminar los 90 dias de la investigacion (Day et al., 2011). Liu y
colaboradores en 2014, comprobaron al tratar células HeLa con nanoparticulas de oro de formas

esféricas conjugadas con el anticuerpo monoclonal anti-TROP2, y al ser irradiadas provocaron la
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eliminacidn selectiva de células de cancer de cérvix al ocasionar apoptosis y dafio del ADN (T.
Liuetal., 2014).

En la investigacion de Khoshgard y colaboradores, sintetizaron nanoparticulas esféricas
alrededor de 50 nm y las conjugaron con acido folico, encontrando que las NPs con AF frente a
rayos X disminuyen la tasa de células HeLa mas que la linea Gnicamente expuesta a los rayos X
(Khoshgard, Hashemi, Arbabi, Rasaee, & Soleimani, 2014). Prasanna y colaboradores,
sintetizaron nanoparticulas de oro esféricas de 30 nm que al unirse a un compuesto fluorescente
se pudo corroborar que frente a la irradiacion causan tienen un efecto citotoxico de casi el doble
sobre la linea HeLa que las nanoparticulas solas (Prasanna, Poorani, Kumar, Aruna, & Ganesan,
2014). Recientemente, en el estudio de Bertel y colaboradores, se emplearon nanoparticulas de
oro funcionalizadas con &cido félico sobre la linea de HelLa, donde, nanoparticulas regulares
presentaron una disminucion de viabilidad significativamente mayor que en presencia de
irradiacion (L. Bertel Garay, Méndez Sanchez, & Martinez Ortega, 2018).

El &cido félico (AF) es cominmente usado como ligando del receptor del folato, es un grupo
altamente estable, de bajo costo, pobremente inmunizador, tiene tamafio molecular pequefio y con
una afinidad muy alta por receptores folato (Devendiran et al., 2016; Z. Zhang et al., 2010). Estos
receptores son caracteristicos de las células epiteliales polarizadas y se encuentran anclados en la
membrana plasmatica, permitiendo el paso de acido félico y sus derivados, son importantes en la
sintesis de nucle6tidos y en la proliferacion celular (Wibowo et al., 2013; Zwicke et al., 2012). La
molécula de acido félico esta constituida por tres partes una pteridina, acido glutdmico y acido

para-aminobenzoico (Shane, 2008), tal como se ve en la figura 2.
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Figura 2. Estructura molecular del acido félico en solucion acuosa alcalina (pH=9).

2.4 Mecanismos de accién de la terapia fototérmica con nanoparticulas de oro (AuNPS)

La terapia fototérmica con AuNPs puede activar dos vias de muerte celular: apoptosis 0 muerte
programada y necrosis (Pattani, Shah, & Atalis, 2015). Una investigacion relacionada con el efecto
fototérmico y el mecanismo que promueve la muerte celular, fue realiza por Kirui y colaboradores
en 2010, quienes emplearon nanoparticulas hibridas de oro y Oxido de hierro (HNPS)
funcionalizadas con el antigeno A33 para generar un efecto fototérmico usando irradiacién laser,
sobre células de cancer colorrectal (células SW1222 y HT29). Mediante la técnica de citometria
de flujo los autores encontraron que con densidades de potencia muy bajas la muerte celular esta
relacionada con la apoptosis, mientras que la necrosis prevalece a mayores potencia del laser (100
W cm) (Kirui, Rey, & Batt, 2010).

Marta Pérez en 2016, sintetiz6 nanoprismas de oro de un tamafio de aproximadamente 150 nm
de diametro y una banda de plasmoén de resonancia localizada en 1080 nm, estas nanoparticulas
se incubaron en células MEF (Fibroblastos embrionarios de raton), en lineas murinas MC57G
(fibrosarcoma), L929 (fibrosarcoma), B16 (Melanoma) y EL4 (Linfoma T) y en las células
humanas A549 (carcinoma de pulmon), HelLa (carcinoma de cérvix), MiaPaca (carcinoma de
pancreas) y K562 (leucemia mieloide cronica), las células se irradiaron con un laser de 1064 nm.

Los autores comprobaron que al modificar la potencia del laser se varia el mecanismo de muerte,
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un valor de 5 W/cm? promueve la apoptosis, pero cuando la intensidad fue de 30 W/cm? predomin6
la necrosis en las lineas celulares de estudio (Pérez Hernandez, 2016).

Por otro lado, Pattani y colaboradores en 2015, demostraron un comportamiento diferente al
antes mencionado, los autores desarrollaron nanotubos de oro de un tamafio aproximado de 47 nm
que fueron incubados en células de tumor colorrectal humano (HCT116) y posteriormente
irradiadas con un laser de 800 nm variando la potencia de irradiacion (de 20 a 50 W) y el tiempo
de incubacion de las nanoparticulas (desde 1,5 a 24 h). Los autores reportan que el cambio de la
tasa de potencia no altera la presencia de cualquiera de los mecanismos de muerte celular, sin
embargo, encontraron que a menor tiempo de exposicion de los cultivos a la particulas
nanométricas (1,5 h), predominan la necrosis sobre la apoptosis y de forma inversa ocurre en los
tiempo de 6 h y 24 h (Pattani et al., 2015).

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, claramente se puede apreciar que las
nanoparticulas de oro empleadas para el tratamiento de diferentes lineas cancerigenas, pueden
estimular la muerte celular mediante dos modalidades: apoptosis y necrosis, las cuales se describen

a continuacion.

2.5 Apoptosis.

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso mediado por una secuencia de
proteinas las cuales se activan gracias a la aparicion de una serie de sefiales de muerte tales como
una lesion en el ADN, el incremento de niveles de oxidacién en la célula y la carencia de sefiales
de crecimiento como las hormonas. Durante la secuencia se puede apreciar varios cambios en la

morfologia celular como la condensacion de la cromatina y la formacién de cuerpos apoptoticos
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(Boticario Boticario & Cascales Angosto, 2011; Pazo Cid, Alvarez, Cebollero de Miguel, Agustin,
& Martinez Lostao, 2013).

La apoptosis se suele asociar con el ciclo celular, especialmente a la finalizacién de etapa G1
para evitar que células mutadas o dafiadas entren en la fase de sintesis de ADN y en la fase G2
para impedir la maduracion celular y por tanto el inicio de la mitosis (Machado & Lie Concepcion,
2012). Tambieén se ha relacionado a este concepto con el funcionamiento normal del cuerpo debido
a gque permite la eliminacion de células viejas o dafiadas (Navas Contino, Alfonso Arbolaez, &

Guerra Rodriguez, 2009).

2.5.1 Mecanismo de activacién de la apoptosis

La activacién o induccion de apoptosis suele darse a través de dos vias: La intrinseca y la
extrinseca, dependiendo de la procedencia del estimulo que genera la muerte celular programada.
La via intrinseca se genera como respuesta a varios factores producidos al interior de la célula
(dafios en el ADN o la activacion de oncogenes) y es regulada por las proteinas proapoptéticas
Bcl-2 al generar un poro en la membrana de la mitocondria, produciéndose la liberacion de
proteinas del espacio intermembranal de la mitocondria; algunas de estas proteinas son: citocromo
C, SMAC/DIABLO vy el factor inductor de apoptosis (AlF). Posteriormente, el citocromo C en el
citoplasma forma el apoptosoma al unirse al factor 1 activador de la proteasa apoptotica (Apaf-1),
produce la activacién autocatalitica de la caspasa 9 y esta activa a la caspasa 3 que desencadena
las dltimas etapas de la apoptosis (Machado & Lie Concepcidn, 2012; Rojas, Salmen, & Berrueta,
2009).

En la via extrinseca intervienen la activacion de receptores de la superficie celular, tales como

el Fas que al unirse con su ligando especifico FasL, forman un complejo generando el
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reclutamiento de sustancias citosolicas como FADD, el cual finalmente permite la formacion del
complejo DISC (complejo de sefiales inductoras de muerte) que produce la activacion de la
caspasa 8 (iniciadora) que a su vez activa la caspasa 3 (efectora). Un aspecto a tener en cuenta, es
que una ruta puede activar la otra via de apoptosis, ya que la caspasa 8 (via extrinseca) degrada la

proteina BID provocando la activacion de la via intrinseca (Rojas et al., 2009).

2.6 Necrosis.

La necrosis es un tipo de muerte celular no controlada, relacionada con lesiones debido a
factores externos, en donde se dafian las funciones celulares y hay ruptura de la membrana
plasmatica permitiendo que los contenidos citopldsmicos (como factores pro-inflamatorios,
moléculas de alarma, proteinas de choque térmico, histonas, y citoquinas) escapen hacia el espacio
extracelular generando inflamacion (Pattani et al., 2015).

La necrosis es también conocida como muerte patoldgica de las células, que por lo general no
puede ser reparada por procesos de adaptacion y resistencia; donde es producida por compuestos
nocivos y por condiciones especificas como la isquemia, hipoxia o traumatismo, exposicién a
sustancias toxicas o la radiacion ionizante (Lizarbe Iracheta, 2007).

Otra caracteristica de este mecanismo de muerte celular, es la reaccion violenta y degradadora
que se produce en la célula, debido a la accion de enzimas de los tejidos lesionados y de proteinas
gue generan la desnaturalizacion y la digestién enzimatica. Ademas, se produce la ruptura o
desestabilizacién de la membrana que ocasiona finalmente la lisis celular, liberando todo el
contenido necrdtico al exterior, produciendo inflamacién y dafio en los tejidos aledafios (Krysko,

Vanden, Herde, & VVandenabeele, 2008; Lizarbe Iracheta, 2007).
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Para poder identificar los dos tipos de mecanismos de muertes celular, es importantes conocer
las principales caracteristicas y cambios morfoldgicos causados por cada uno de ellos, los cuales
son descritos en la tabla 1 (Dubin & Stoppani, 2000), ya que dependiendo del mecanismo de
muerte puede variar el tiempo de tratamiento del paciente (Boticario Boticario & Cascales

Angosto, 2011).

Tabla 1. Diferencias entre la apoptosis y la necrosis.

Parametro Apoptosis Necrosis

Morfologia celular Contraida Expandida, formacién de
microvesiculas y liberacion de

citoplasma al espacio intercelular

Integridad de membrana Sin modificaciones iniciales Destruccion precoz
plasmatica
Cromatina nuclear Condensada; localizada en la Desintegrada

vecindad de la membrana nuclear

ADN nuclear Dafio precoz (“strand-breaks”) Dafio tardio
Fragmentacion del ADN Ordenada; fragmentos de 180-200 Desordenada; producida por
PB; producidos por endonucleasas nucleasas lisosomales
Tejidos pericelulares Signos de fagocitosis solamente  Signos de inflamacion extensos
Mitocondrias Sin modificaciones visibles Hinchadas
Membrana nuclear Normal Rota y deformada (“blebbing”)
Requerimiento energético Necesario Innecesario
Sintesis de proteinas Necesaria Detenida

Tabla basada de Dubin y Stoppani.(Dubin & Stoppani, 2000).
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3. Metodologia

El desarrollo de esta investigacion esta dividido en dos partes: 1.) Sintesis y caracterizacion de
las AuNPs anisotrdpicas y 2) Evaluacion de la actividad citotoxica de las AUNPS y su mecanismo

de accion en la muerte celular.

3.1 Sintesis de AUNPs anisotrépicas
En este trabajo se emplearon dos metodologias diferentes para sintesis de nanoparticulas

anisotrdpicas de oro. A continuacion, se describen los métodos de sintesis.

3.1.1 Sintesis de AuNPs con micelas inversas (MINPs)

Se emplearon micelas inversas de Agua/AOT (1,4-bis-2-etilhexil sulfosuccinato de sodio)
/isooctano como nanoreactores, en el medio confinado se llevard a cabo la sintesis de las
nanoparticulas (MINPs). Se mezclaron 4 mL de AOT/ isooctano (0.1M) y 160uL de HAuUCl4
x3H20 0.01M en agua MilliQ con agitacién constante. La solucidn resultante se dejo reaccionar
en reposo durante 9 min hasta que la solucién se torné de una coloracion morado-rojizo.
Inmediatamente después, se adiciono 80 L de acido félico 1x10-3M. Cabe mencionar que esta es
una nueva metodologia que fue puesta a punto en el laboratorio CICAT, donde en este sistema el
surfactante AOT bajo condiciones especificas, actia como estabilizante y reductor al mismo

tiempo.
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3.1.2 Sintesis de AuNPs en fase homogénea

Se empled un método verde de sintesis de nanoparticulas de oro empleado extracto de Aloe
vera como medio homogéneo. Para ello se emplearon 30 g de cristales de Aloe vera previamente
lavados en 100 mL de agua MilliQ, posteriormente se trituraron y se llevaron a ebullicién (93°C)
hasta reducir el volumen inicial a la mitad, se filtr6 con una malla de poro de aproximadamente
0.5 mm. EIl sobrenadante obtenido fue conservado a -20°C y empleado para la obtencion de
AVNPs a temperatura ambiente.

Para la sintesis de nanoparticulas se emplearon 3 mL de extracto de Aloe vera y se agregaron
6 mL de una solucion 1x103M de HAuCIl4x3H:0, esta solucion se afora a 10 mL con agua MilliQ.
La formacion de la mezcla de nanoparticulas anisotropicas se dio durante un periodo de 48h. Esta
metodologia esta basada en lo reportado en la literatura, donde, se sugiere la produccion de
nanoparticulas anisotrépicas unicamente triangulares (Chandran et al., 2006).EI extracto de Aloe
para esta investigacion se obtuvo de una planta perteneciente a la especie Vera L, segin la
clasificacion taxondmica mostrada en la Tabla 2 (Porter, 1967).

Tabla 2. Clasificacion taxondémica de la planta de Aloe Vera.

Reino Vegetal
Division Embriophyta
Flor de la S Sipt?onogama
planta (Imagen Subdivision Angiospermae
tomada: Autor) Clase Monocotyledoneae
Orden Liliales
Familia Lilaceae
Género Aloe
Especie Vera L.

Tabla basada en el libro Taxonomy of Flowering Plants de Porter (Porter, 1967).
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3.1.3 Transferencia de fase.

Con el proposito de obtener un material estable en el tiempo y re-dispersable en el medio de
cultivo celular EMEM, en el cual se llevaron a cabo los ensayos biologicos, fue necesario antes
de la funcionalizacion de las MINPs y AVNPs un proceso de separacion de fase. Para ello las
soluciones coloidales obtenidas para cada método se centrifugaron a 10619 xg por 20 min, el
producto solido obtenido (nanoparticulas) fue lavado con una mezcla etanol y agua (20 pL de
etanol en 1 mL de agua MilliQ) y se eliminé el sobrenadante por decantacion después de una

centrifugacion bajo las mismas condiciones anteriormente mencionadas.

3.1.4 Funcionalizacion de las AuNPs

Considerando que el 4cido folico es una molécula “target” que puede aumentar la selectividad
e internalizacion de los compuestos en las células HelLa, se realiz6 la funcionalizacion de los
productos obtenidos después de la transferencia. Para ello se empleé 1mL de una solucion 1x107
M de acido folico a pH de 9 (ajustado con una solucion de 0.01 M de NaOH), la solucion de
nanoparticulas redispersadas se sénico por 10 min y posteriormente se centrifugo a 10619 xg por
20 min. EIl proceso de funcionalizacién se llevd a cabo mediante una reaccion de intercambio
ionico o sustitucion del ligando inicial presente en las nanoparticulas pre-sintetizadas
(estabilizantes), causando un desplazamiento parcial del ligando protector de la superficie del nano

material.

3.1.5 Caracterizacion de los nanocompuestos
Los productos obtenidos por cada una de las metodologias anteriormente mencionadas se

caracterizaron fisicoquimicamente empleando las siguientes técnicas:
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Espectroscopia de absorcion (UV-Vis)

El analisis de los espectros de absorcion de nanoparticulas metélicas se enfoca en la banda de
resonancia plasmoénica. Las mediciones se realizaron en una celda de cuarzo de 1 cm, se
registraron utilizando un lector de microplacas Multiskan GO de Thermo Scientific con un soporte
de cubeta con termostato.

Determinacion de potencial z y tamafio por dispersion dinamica de la luz

Los diametros aparentes (dapp) y el potencial z de la superficie de la solucion acuosa se
determinaron usando instrumento Zetasizer Nano ZS con dispersion dinamica de la luz de
Malvern, con un laser de ion de argon que funcionaba a 488 nm. Las muestras se equilibraron
luego en el instrumento DLS durante 10 min a 25°C antes de la adquisicion de datos. Se
sintetizaron maltiples muestras de cada metodologia, y se realizaron tres mediciones de tamafio
independientes para cada muestra individual en el angulo de dispersién de 90°.

Espectroscopia de emisién de fluorescencia en estado estacionario

Esta técnica permite confirmar la interaccion entre el ligando funcionalizante y las
nanoparticulas, analizando los espectros de emisién de fluorescencia obtenidos con un
espectrofluorimetro PTI1 Perkin Elmer L-55, empleando un ancho de rendija de emision de 10 nm
y celdas de cuarzo de 1.0 cm de longitud de paso 6ptico. Todos los experimentos se realizaron a
temperatura ambiente constante.

Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

La frecuencia y el ensanchamiento de bandas en las regiones vibracionales de tension de
enlaces caracteristicos, son indicativos del orden de la estructura tridimensional de las mono capas
de ligandos presentes en las nanoparticulas. Para ello, se utilizé una espectroscopia infrarroja de

reflexion total atenuada (ATR) con transformada de Fourier (FTIR), donde las muestras fueron
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secadas al aire. Los espectros se registraron usando un espectrometro Nicolet iS50 de Themo
Scientific S/N AuP1300181 y el software Omnic coadultando 200 espectros a una resolucion de
0.5 cm™. Todos los experimentos se llevaron a cabo a 25 + 0.5 ° C. Los espectros fueron analizados
y graficados utilizando el software OriginPro 8.

Microscopia electrénica de transmision de alta resolucion (HR-TEM)

Este método permitid la visualizacion de las nanoparticulas, confirmando el tamafio y la
morfologia de los nanocompuestos. Las muestras se colocaron en una rejilla de cobre
Formvarcovered y se evaporaron lentamente al aire. Las micrografias se obtuvieron utilizando el
microscopio electronico de transmision (TEM) FEI TECNAI G2 STWIN a 20-200 kV con una
camara Gatan ES100W. Las imagenes se analizaron y se midio el espaciado cristalino interplanar
usando el software Gatan Digital Micrograph, los indices Miller (hkl) se asignaron usando el
documento JCPDS-ICDD 04-0784.

Respuesta térmica en solucién

El monitoreo de los cambios en la temperatura o respuesta térmica de las nanoparticulas en
solucion (medio celular) con la irradiacion laser se evalu6 empleando dos laser de diodos
(Thorlabs) de 638 y 808 nm con tamafio de punto de 0.5 cm de didmetro, variando la potencia
(200 y 600 mW). Para el monitoreo en solucion, se prepararon 2 mL de nanoparticulas de oro
funcionalizadas y sin funcionalizar (400uM) en medio celular de cultivo Eagle Minimum
Minimum Essential Medium (EMEM) suplementado con suero fetal bovino (8%) y se colocaron
en el tubo vial de vidrio con dimensiones de 23 mm de ancho por 69 mm de alto. El laser se oriento
transversalmente y la respuesta térmica se evalu6 durante 10 min mediante una termocupla (marca

Multi-thermometer) ubicada dentro de la solucion mientras se irradiaba.
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3.2 Pruebas Bioldgicas

Con las nanoparticulas obtenidas se les realizaron una serie de ensayos bioldgicos para conocer
el efecto fototérmico de estas sobre la linea celular (HeLa). Para ello, se mantuvieron cultivos
celulares secundarios y posteriormente se efectuaron las pruebas de determinacion de la viabilidad

celular y el mecanismo de accion.

3.2.1 Cultivo Celular

Considerando que unos de los objetivos de este proyecto es generar nanocompuestos selectivos
para células cancerosas que sobre expresan receptores folato, los ensayos biologicos se realizaron
empleando células de cancer de cuello uterino humano (HelLa).

Proceso de mantenimiento de las células HelLa.

La linea celular se cultivé en medio EMEM con 8% de suero fetal bovino (SFB). Los cultivos
se mantuvieron en una incubadora con atmdsfera de CO> al 5% y una temperatura constante de
37° C. Los repiques se realizaron utilizando Tripsina-EDTA para soltar la monocapa celular del
recipiente de cultivo. Para el almacenamiento (1 millén de células por mL) se suspendieron en
medio de cultivo 50%, SFB 40% y DMSO 10% en (v /v) y se mantuvieron en la nevera durante
1h, luego en hielo seco por 2 h y posteriormente se depositaron en nitrégeno liquido (-196 ° C).
Para iniciar el cultivo, se descongelaron las células a 37 °C y se depositaron en pequefias botellas
(50 mL) con medio de cultivo permitiendo la adhesion de las células a la superficie (2 a 3 h) y se
reemplazé el medio, para eliminar el DMSO presente (A. M. Da Silva et al., 2014; Gil-Loyzaga,

2011; Méndez-Sanchez, 2009; M. R. Rodriguez, 2008; Unchern, 1999).
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3.2.2 Determinacion de Viabilidad y Proliferacion Celular

En los ensayos biologicos se evaluaron los siguientes parametros:

1. Concentracion de las nanoparticulas (5, 10, 25, 50 y 80 uM).

2. Longitud de onda del laser (638 o 808 nm).

3. Distancia del laser al medio celular (2 y 5 cm).

4. tiempo de tratamiento (2 y 4 h).

Para describir el efecto citotoxico y antiproliferativo de las nanoparticulas en estudio sobre la
linea celular HeLa, se llevaron a cabo los siguientes procedimientos.

Prueba con cristal violeta o metil violeta.

Con este ensayo se determin0 el efecto de las nanoparticulas sobre la viabilidad y proliferacién
celular, con base en la intensidad de la coloracion de las muestras analizadas por medio de su
absorcion a 550 nm, dado que esta representa la cantidad las células viables, es decir, las células
capaces de incorporar el colorante en sus membranas.

Para este ensayo, se empleo una placa de 96 pozos en donde se cultivaron 1x10*células/pozo
bajo atmosfera de CO> al 5%, a 37°C y durante 24 h para total adhesion (Feoktistova, Geserick,
& Leverkus, 2016). Después, las células fueron tratadas con los nanocompuestos de estudio.
Pasado el tiempo de tratamiento con las AuNPs, se separaron las células en dos grupos: en el
primero se realizo la tincion inmediatamente (efecto de las AuNPs sobre la viabilidad) y en el
segundo las células fueron irradiadas durante 5 min bajo las condiciones mencionadas y seguido
de latincion (efecto de la hipertermia sobre las células). Posteriormente, se retird el medio de cada
pozo y las células fueron lavadas con PBS (solucidn tampon) y fijadas a la superficie de los pozos
con metanol durante diez min, luego se agregd 50 pL de cristal violeta 0.02% en etanol al 2% a

cada pozo durante cinco min. Finalmente, las células fueron lavadas nuevamente con PBS (3
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veces) Yy a cada pozo se le incorpord 200 pL de citrato de sodio 0.05M en una solucién de etanol
al 50%. La lectura de absorbancia se tomo a 550 nm (Feoktistova et al., 2016)

Andlisis de morfoldgico con tincion de Wright-Giemsa.

Para evaluar el efecto de las nanoparticulas y definir los cambios morfologicos celulares, se
cultivaron 1x10° células / pozo en una placa de 12 pozos, procurando que la adhesion de las células
se efectue sobre laminas de vidrio en el interior de cada pozo, posteriormente, las células son
tratadas con las nanoparticulas con las condiciones mas optimas, segun los resultados obtenidos
en la prueba de cristal violeta, bajo atmosfera de CO2 al 5% y temperatura de 37°C. Despues del
tratamiento, las células fueron lavadas con una solucién buffer (PBS), las laminas fueron retiradas
de cada uno de los pozos y se colocaron en una superficie plana plastica, se agrego 300 pL del
colorante y se dejo reaccionar durante 1 min, seguidamente, se retir6 100 puL del tinte y se adiciond
un volumen de 300 pL buffer PBS. La solucion de PBS-tinte sobre la ldamina, fue agitada
suavemente durante 3 min hasta que se formd el brillo metalico (caracteristico de la técnica de
tincién) y fijada a las células en las laminas por 5 min. Las laminas se lavaron con agua MilliQ y
se secaron al aire. Las células tefiidas fueron examinadas con un microscopio optico equipado con

una camara Leica IC50W.

3.2.3 Determinacion del mecanismo de accion.

Para determinar el tipo de mecanismo de muerte activado por el efecto fototérmico de las
nanoparticulas de oro en la linea celular se realizaron los siguientes ensayos:

Fragmentacion de ADN

Las nanoparticulas con mejores efectos fototérmicos fueron usadas para evaluar la posible

induccion de apoptosis a través de la determinacion de la fragmentacion de ADN. Para esta
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evaluacion se incubaron por 24h, 1x10° de células en 2 mL de medio de cultivo en cajas de Petri
de 6 cm, bajo las condiciones descritas anteriormente. Una vez concluido el tratamiento, se extrajo
el ADN con el kit de extraccion UltraClean® Tissue & Cells. Las muestras fueron sometidas a
electroforesis en un gel de agarosa al 1.0% en buffer TBE 1X a 90 VV/cm y 80 mA por 45 min. El
gel se tifid con SYBR Green 3uL y se observé la imagen con el equipo fotodocumentador
ChemiDoc XRS+ de Bio-Rad (C. De Castro, Riveros de Murcia, Jaimes, & Téllez Alfonso, 2007;
Weber, DeForce, & Apprill, 2017).

Liberacion de citocromo C

Para este ensayo se plaquearon 1x10° células/ caja de Petri y se incubaron durante 24 h, luego
se trataron con las nanoparticulas seleccionadas y con las condiciones Optimas observadas.
Después se soltaron las células por medio de raspado de la superficie de cultivo, posterior a esto
se centrifugaron las células suspendidas y se lavaron con PBS manteniendo como volumen final
ImL. Se dividio el precipitado en dos porciones, una alicuota de 30 pL fue separada para
cuantificacion de proteinas (Bradford, 1976).

Después de extraer la alicuota anterior, la solucion restante del precipitado obtenido, fue
centrifugado a 4500 xg durante 15 min. Posteriormente el precipitado fue resuspendido en 1mL
de la solucion de TRIS-HCI 85.55 mM a un pH de 7.2, EGTA 7.89 mM vy sacarosa 0.146 mM
junto con Triton 100X 10 pumol/L y fue llevado a incubacién por 30 min a 4 °C. Luego de la
incubacion la suspension celular fue centrifugada a 10000 xg por un periodo de 30 min, el
sobrenadante fue filtrado con una membrana de poliestireno con didmetro de poro de 200 nmy se
determiné su absorbancia a 414 nm. Finalmente se calculé la concentracion de citocromo C

liberado usando el coeficiencite de extinsion molar ¢ = 100 mmol .L™t.cm™ (Appaix et al., 2000).
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Citometria de flujo.

Para analizar las vias de la muerte celular, se cultivaron 2x10° células/pozo en placas de 12
pozos (volumen final: 0.5 mL), a 37°C y 5% de CO> durante 24 h, se retiré el medio de cultivo y
realizé el tratamiento bajo las mejores condiciones establecidas. Después del tratamiento, se retiro
el medio de los pozos y se lavaron las células con una solucion buffer fosfato (PBS) 1 mL/pozo a
37 °C. Las celulas fueron soltadas por raspado de la superficie de cultivo, se resuspenden en medio
de cultivo y se centrifugaron a 1500 xg por 5 min, posteriormente se retird cuidadosamente el
sobrenadante y se agregé 1 mL de PBS (37 °C) y se resuspendieron suavemente las células con
ayuda de micro pipeta.

Nuevamente, se centrifugo la solucion mientras simultdneamente se prepararon la solucion de
Sytox Green 1 pM. Se adicionaron 100 pL de la solucion Sytox sobre el pellet celular de cada
tubo eppendorf, a excepcion del experimento de control, protegiendo los tubos de la luz. Al
experimento de control, que no lleva solucion de Sytox, se le adiciond 100 pL de solucion 5X
annexin-binding buffer (37 °C). Los ensayos se incubaron durante 15 min a 37 °C en una atmosfera
de CO: al 5%, protegiendo de la luz. Después de la incubacion, se agregd a cada muestra 400 puL.
de solucién 5X annexin-binding buffer, se mezcl6 los tubos suavemente y se pasaron a tubos de
citometria frios (etiquetados para cada tratamiento y réplica), Se procedio a realizar la medicién

de cada muestra en el citdbmetro de flujo midiendo la fluorescencia de emision a 530 nm y 575 nm.

3.2.4 Andlisis estadistico
Los datos fueron presentados como la media + DS. El anélisis estadistico de los datos se realiz6
como un analisis de varianza, seguido por el test de Tukey para la comparacion de promedios. Los

resultados fueron considerados estadisticamente significativos cuando p<0.05.
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4. Resultados y discusion

4.1 Sintesis de nanoparticulas de oro anisotropicas
Esta investigacion se centra en la evaluacion del efecto del método de preparacion de las NP:
uno quimico y otro bioldgico “sintesis verde”, obteniéndose una mezcla de formas anisotropicas.

Ambas metodologias de sintesis pertenecen a la clasificacion “Bottom-Up” (J. Thomas, 2014).

4.1.1 Sintesis de nanoparticulas de oro por medio de micelas inversas (MINPs)

Durante la sintesis de las (MINPs) empleando AOT /Isooctano se encontré que las
nanoparticulas obtenidas tienen alta estabilidad, ya que la capa de tensoactivo actia como
estabilizador estérico para inhibir la agregacion de nanoparticulas formadas (Zielinska-jurek,
Nadolna, Zieli, & Reszczy, 2012). En la figura 3 se muestran la variacion de los espectros de
absorcion de las nanoparticulas durante el tiempo de formacion de las NP y el espectro de

absorcion final.
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Figura 3. Espectro de UV-vis de las nanoparticulas MINPs. A). Representacién del cambio de
absorcién UV-vis con el tiempo durante la formacion de NPs con micelas inversas de AOT/Isooctano
W=22, [AOT]=0.1M, [HauCl4]=0.01M a temperatura ambiente B). Espectro UV-vis de las nanoparticulas
MINPs después de la transferencia de fase.
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El sistema micelar AOT/lIsooctano reduce efectivamente el HAuCls formando nanoparticulas

aparentemente anisotropicas en base a la presencia de dos bandas plasmdnicas de absorcion, ver
la figura 3B. En este caso se observa que el nanoreactor modula la formacién de diferentes
estructuras desde el inicio de la reaccion, ya que inicialmente solo se observa una banda, que
aparece a partir del segundo min de reaccion alrededor de 536 nm y al transcurrir el tiempo
aproximadamente 5 min aparece una segunda banda a 824 nm, ambas bandas permanecen en el
tiempo hasta el final de la reaccion. Después de la trasferencia de fase se observa que el plasmon
de resonancia caracteristico cambia en relacion al obtenido en medio micelar, en este sentido cabe
resaltar que el hecho de cambiar las moléculas en la superficie de las AUNPs y el medio circundate
modifica la resonancia de los electrones en la superficie de las nanoparticulas, traducido en un
espectro mas limpio y definido en medio acuoso.
El proceso de sintesis acd empleado no es un proceso convencional, ya que no emplea un reductor
tradicional para la sintesis de NPs, en este caso el surfactante AOT actla como agente reductor
mediado por el confinamiento y los electrones libres de la cabeza polar en la interfaz donde ocurre
la reduccion (Bagwe & Khilar, 2000; Tojo, De Dios, & Barroso, 2011; M. Wu, Chen, & Huang,
2001). Asi mismo, después de la reduccion la capa de surfactante actia como estabilizador estérico
para inhibir la agregacion de nanoparticulas formadas, gracias a las interacciones electrostaticas
fuertes con el grupo polar de carga negativa del AOT (Zielinska-jurek et al., 2012).

Este proceso de reduccidn puede deberse a diferentes factores, como por ejemplo la accién del
ion sulfosuccinato adjunto a la cabeza polar del surfactante AOT, que puede favorecer el proceso
dentro de las gotas de agua. Esta reduccion se puede visualizar en la siguiente reaccién quimica
(Herrera et al., 2005):

2AU%" + 3S03% + 3H,0— 2Au° + 35042
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Se ha reportado, que la concentracion de iones CI- juega un papel importante en la reduccién
de Au®" y puede describirse como un intercambio de ligandos, donde la cantidad Cl- afecta la
formacion de las distintas especies presentes del oro y cambia el valor del pH (Kettemann et al.,
2016). En general, el intercambio de ligandos de los complejos Au®* es un proceso bastante lento
que transcurre de minutos a horas a temperatura ambiente. El equilibrio de los iones Au®* se
muestra a continuacion (Kettemann et al., 2016). Ademas, la relacion de aspecto (definida como
larelacion del eje largo al eje corto de nanocristales) es controlada por la cantidad de iones cloruro
en la micro fase (Pileni, 2003).

[AUCL]" + xH20 = [AuClsx(OH)x] + xH* + XCI
[AuCls] = [AuCI3(OH)]" = [AUCI2(OH)2]" = [AUCI(OH)3]” = [Au(OH)4]

En esta investigacion, se emplea el acido félico, al igual que otros &cidos, como el acido
ascorbico, que permiten estabilizar la reaccién (Malassis et al., 2016). El acido folico es utilizado
en una baja concentracion y a pH=9, con el fin de evitar el progresivo efecto de coalescencia entre
nanoparticulas a través del tiempo, debido al constante intercambio de material entre micelas.

Para corroborar la morfologia de las nanoparticulas y su tamafio se empled microscopia
electrénica de transmisién de alta resolucion (HR-TEM). Los resultados se muestran en la figura

4.
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Figura 4. Morfologia y tamafio de las MINPs. A). Distribucion del tamafio por nimero de MINPs B).
Histograma morfoldgico de MINPs. C). Micrografia HR-TEM de MINPs. D). Patrones de difraccion de
MINPs. *N=SFD = sin forma definida.

Se puede observar la polidispersidad de tamafios y formas en la figura 4, las MINPs presentan
una mezcla de diferentes formas poligonales como hexéagonos, heptagonos, tridngulos, rodillos y
esferas que varian de tamafio (figura 4B). El tamafio promedio se muestra en el histograma figura
4A.

Cabe mencionar que la anisotropia en este sistema puede estar asociada a la adsorcion selectiva
de iones 0 moléeculas sobre las capas de nano cristales que puede afectar su crecimiento en ciertas

direcciones (Sanchez-dominguez et al., 2012). Ademas, cuando la tasa de reduccion es baja, solo

una parte de los iones se reducen antes de la formacion de nucleos y la probabilidad de la colision
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efectiva entre un &tomo y un nucleo disminuye, por lo que, el tamafio de las particulas resultantes
se hace menos monodisperso (M. Wu et al., 2001).

En cuanto a los patrones de difraccion obtenidos en las imagenes HR-TEM, ver figura 4D,
presentan franjas de enrejado que estan asociadas al crecimiento de las nanoparticulas de oro que
se produce principalmente en los planos (111) y (200) (Sen, Maity, & Islam, 2013).
Adicionalmente, los patrones (111), (200), (220) y (222), corresponden a las reflexiones de Bragg
de una estructura cubica centrada en la cara (fcc), segun los datos de espaciamiento cristalino
interplanar estandar del oro metalico (JCPDS PDF 04-0784, ver Apéndice A) (Das, Roy, Mondal,
Bera, & Mukherjee, 2013; Rajeshkumar et al., 2013). La presencia de anillos circulares que
corresponden a los planos anteriores, indican la naturaleza altamente cristalina de las MINPs (Das

et al., 2013; Rajeshkumar et al., 2013; Sen et al., 2013; Sujitha & Kannan, 2013).

4.1.2 Sintesis de nanoparticulas de oro usando extracto de Aloe vera (AVNPs)

La segunda sintesis se empled una metodologia verde, usando extracto de Aloe vera. Basada
en la metodologia propuesta por Chandran et al. (2006), en la cual la preparacion del extracto es
partir de los cristales previamente lavados de la planta y usados para la posterior obtencién de
nanoparticulas de oro (Chandran et al., 2006).

Tal como se ha establecido en otras investigaciones, el cambio de las condiciones de
preparacion afecta el producto de sintesis (Chandran et al., 2006; Logaranjan, Raiza, Gopinath,
Chen, & Pandian, 2016; Muralikrishna, Pattanayak, & Nayak, 2014; Tippayawat, Phromviyo,
Boueroy, & Chompoosor, 2016). Motivo por el cual previamente se establecieron las condiciones
de trabajo que permitieran la obtencion del producto deseado: por ejemplo concentraciones de los

cristales, la temperatura empleada para llegar al punto de ebullicién de la solucion, el tiempo de
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exposicion de gel a la temperatura, la cantidad de volumen reducido del extracto y el filtrado de
gel obtenido como se muestra en el apéndice B (Chandran et al., 2006). En la figura 5 se muestran
los espectros de UV-Vis de las nanoparticulas obtenidas por la metodologia verde con el extracto

de Aloe Vera (AVNPs).
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Figura 5. Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas AVNPs. A). Representacion de la evolucién de
la absorcion UV-Vis en funcion del tiempo durante la sintesis de NPs con el extracto de Aloe vera,
[HAUCI4]=1x10M a temperatura ambiente. B). Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas AVNPs después
de la transferencia de fase.

En cuanto a las AVNPs, el espectro de absorcion aparentemente representa la presencia de dos
plasmones de absorcion, ver figura 5. Durante la sintesis se observa la aparicion de una banda
inicialmente localizada a 540nm y presenta un corrimiento batocrémico en el tiempo,
posicionandose en 568 nm, con un aumento de 10 veces la absorcién. A partir de 12 h de reaccion
se desarrolla un hombro con una absorcion alrededor de 700 nm.

Una vez sintetizadas las AVNPs y purificadas se analizo si en ellas se observa la presencia de
algunos de los componentes del extracto de sabila para ello, se realizaron tres pruebas:
identificacion de proteinas mediante el método de Bradford usando una solucion acuosa de 400

MM de AVNPs (Bradford, 1976), identificacion de carbohidratos siguiendo el método de Dubois
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bajo la misma concentracion de nanoparticulas (Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers, & Smith,
1956), y cuantificacion de la concentracion de ADN en las muestras usando un pDrop™ Plate de
Thermo Scientific tomando la absorbancia a 260 nm. Se identifico la presencia de carbohidratos,
proteinas y ADN en las muestras de AVNPs después de su transferencia desde el extracto a medio

acuoso, en la tabla 3 se presentan los resultados.

Tabla 3. Presencia de carbohidratos, proteinas y ADN en AVNPs en agua.

Muestra Concentracion de Concentracion de Concentracion de
proteina (ug / mL) carbohidratos (ug / mL) ADN (ug/mL)
AVNPs 17+1.3 19+1.7 14+ 4.6

Para la identificacion, se us6 el método de Bradford y Dubois y el uso del uDrop™ Plate con muestras
gue se habian lavado con la solucién de agua y etanol.

En este sistema la formacion de las NPs se atribuye a la presencia de las diferentes biomoléculas
y en especial aquellas de cadenas largas como las proteinas y polisacaridos, que tienen un papel
importante en la biorreduccion de iones de Au (l1l) acuosos, dirigiendo la formacion de
nanoparticulas anisotropicas (Kumar & Yadav, 2009), y ademas pueden actuar como agentes
estabilizantes y de nucleacion (Sen et al., 2013). Ademas, la relacion entre el extracto y la solucion
de oro permite un control sobre el tamafio de las nanoparticulas (Kumar & Yadav, 2009;
Muralikrishna et al., 2014).

La morfologia y el tamafio de las AVNPs pueden deberse a la presencia de otros agentes
reductores, como la glucosa y la galactosa, donde gracias al carboxilo libre son considerados
azUcares reductores, igualmente es importante tener en cuenta que entre el 34-80% de los azlcares

solubles son constituidos por el tipo reductor (Ahmed & Hussain, 2013). Ademas de la presencia
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de enzimas oxidasas que no solo son esenciales para el mantenimiento de la planta sino también
actian como estabilizantes, reductores y promotores de la formacién de los nucleos metalicos
(Menon, S., & S., 2017; Raksha, 2014).

La presencia de ADN en las nanoparticulas puede ser una prueba de que este acido juega un
papel durante la formacion de AVNPs, ya que se ha visto que en colaboracion de otros
componentes del extracto, el acido desoxirribonucleico se degrada y hay una reduccion de iones
metalicos junto con la generacidn de especies reactivas de oxigeno, tales como anion superéxido
y radicales hidroxilo de una manera dependiente de la concentracién de los precursores (Raksha,
2014).

En general, los mecanismos de biosorcion se basan en las interacciones fisico-quimicas entre
los iones Au®* y los grupos funcionales presentes en la superficie del extracto, como grupos
carboxilato, hidroxilo, amina y fosforilo presentes en los componentes del gel. En anteriores
investigaciones se ha propuesto una posible reaccion de reduccion, indicando que la reduccion de
oro estd acompafiada por la oxidacion de grupos hidroxilo a carbonilo presentes tal como se

muestra a continuacién (L. Castro, Blazquez, Gonzalez, Mufioz, & Ballester, 2010):

AuCls +3R-OH AW’ +3R O + 3H" +4Cl

Otros grupos presentes en el extracto como los aldehidos, aportados por azlcares como la
glucosa también se ha visto que son capaces de reducir el Au®>" a AuP. Este resultado puede darse
por la participacion predominante del grupo carbonilo en la reduccion de iones Au®. A
continuacion, se muestra en la figura 6, un ejemplo de la formacion de la nanoparticulas con el

extracto (Foo, Periasamy, Kiew, Kumar, & Malek, 2017).
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Figura 6. EI mecanismo propuesto para la formacién de AuNPs sintetizados usando el extracto
de Aloe vera. Imagen modificada (Foo et al., 2017).

También el (HR-TEM) de AVNPs mostré una mezcla de diferentes formas poligonales similar
a las MINPs, la morfologia y tamafio para AVNPs se muestran en los histogramas de la figura 7.
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Figura 7. Morfologia y tamafio de las AVNPs. A). Distribucion del tamafio por nimero de AVNPs

B). Histograma morfoldgico de AVNPs. C). Micrografia HR-TEM de AVNPs. D). Patrones de difraccion
de AVNPs. *N=SFD = sin forma definida.
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En la figura 7, se puede ver que el rango de variacion de tamafios de las nanoparticulas es
menor para las AVNPs que para MINPS. Adicionalmente, la morfologia predominante para ambas
nanoparticulas es la hexagonal, sin embargo, en las AVNPs la proporcién de nanoparticulas sin
formas definidas es menor que en las MINPs. Esto puede deberse a que el largo periodo de tiempo
de la sintesis permite el crecimiento de los nucleos cuando el extracto y la solucion de oro se
mantienen en contacto (L. Castro et al., 2010). A pesar de que no se dio la formacion de triangulos
como lo postula Chandran et al. (2006) en su investigacion (Chandran et al., 2006), en otras
experiencias se ha visto que una metodologia verde puede generar mezclas morfoldgicas con
predominancia de tridngulos, pentagonos y hexagonos (Krpeti¢, Scari, Caneva, Speranza, & Porta,
2009; Muralikrishna et al., 2014).

Con relacién a los patrones de difraccion de AVNPs de la figura 7D, también se presentan
enrejados asociados al crecimiento de las nanoparticulas en los mismos planos que en MINPs.
Adicionalmente, los patrones (111), (200) y (220) también hace referencia a una estructura (fcc).
La presencia de un anillo circular esta asociada a los ligeros cambios de tamafios y morfologia que
las AVNPs tienen con respecto a las MINPs, pero estas también corresponden a la naturaleza
altamente cristalina del oro (Das et al., 2013; Rajeshkumar et al., 2013; Sen et al., 2013; Sujitha

& Kannan, 2013).

4.2 Funcionalizacién de nanoparticulas de oro anisotropicas con acido folico AUNPsS@AF.

Teniendo en cuenta que la funcionalizacion de las nanoparticulas se realizé con una solucién
acuosa de acido félico (AF) (a pH= 9, tanto para MINPs y AVNPs), en la figura 8 se presentan
los espectros de absorcion UV-Vis de los componentes independientes (acido félico vy

nanoparticulas) y de las nanoparticulas funcionalizadas.
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Figura 8. Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas con y sin funcionalizacion. A). Espectro de
UV-Vis de MINPs y MINPs@AF. B). Espectro de UV-Vis de AVNPs y AVNPs@AF. [Au]=400uM, [AF]
=1x103M a pH =9 a temperatura ambiente.

En la figura 8, se observa un cambio en el espectro de absorcion del acido félico libre en su
forma alcalina (Thomas et al., 2002), con respecto al AF unido a la NPs. Se ve claramente como
el doblete a 250 y 300 nm se convierte en una unica banda a 280 nm, el cual es caracteristico en
la forma acida del ligando. Asi mismo, se puede apreciar un ligero desplazamiento en el plasmoén
caracteristico de las MINPs y AVNPs, ademas de una disminucién en la absorbancia en
comparacion con el respectivo espectro de la nanoparticulas sin funcionalizar. Estos resultados
sugieren una posible interaccién entre el acido félico y la superficie de las nanoparticulas de oro
(Rathinaraj, Lee, Park, & Kang, 2015).

El cambio del potencial Z es otro indicio de la interaccion del acido folico con la superficie de
las nanoparticulas (Wang et al., 2014), ademas permite ver que tan estables son las nanoparticulas
en una suspensiéon y la carga en la superficie (Sandoval Yoval, Montellano Palacios, Pifia
Soberanis, & Sanchez Guzman, 2000). Los cambios del potencial Z de las nanoparticulas MINPs

y AVNPs son presentados en la tabla 4.
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Tabla 4. Resultados del potencial Zeta obtenido por DLS de las AUNPs.

Muestra Indice de polidispersidad (IPd) Potencial Zeta (mV)
MINPs 0.566 + 0.0467 -43.6 £ 2.58
MINPs@AF 0.612 £ 0.0516 -39.1+7.19
AVNPs 0.351 + 0.0091 -22.2+£2.82
AVNPs@AF 0.354 + 0.0828 -37.8 £ 3.32

Tal como se muestra en la tabla 4 para las MINPs la estabilidad no se ve afectada por la
funcionalizacion, quizas la disminucion del potencial Zeta esta relacionada con la sustitucion de
las moléculas de AOT después de los lavados, por las moléculas de acido folico, ya que se ha
reportado que las nanoparticulas de oro en presencia de surfactantes presentan mejor estabilidad
con un aumento en el potencial Zeta (Bac, Kim, & Kim, 2011).

Por otro lado, para las AVNPs la funcionalizacidn si muestra un aumento en la estabilizacién
de las nanoparticulas, ya que se considera que una particula es estable en una suspension cuando
esta posee un potencial Zeta por fuera del rango entre -30mV a +30mV (Bac et al., 2011; Lata,
Jaiswal, Naik, & Sharma, 2015). Este aumento en el potencial Zeta de las AVNPs@AF, puede
atribuirse a que después de los lavados disminuye presencia de carbohidrato, proteinas, pequefias
cantidades de ADN entre otros compuestos provenientes del extracto de Aloe vera, ya que la
presencia de diversas especies cationicas y anidnicas, pueden generar una competencia que afecta
la carga de la nanoparticula y por ende su estabilidad, principalmente los de tipo divalentes (Salgin,
Salgin, & Bahadir, 2012). Por ello, el cambio de potencia Zeta por la funcionalizacién con &cido
folico, puede deberse probablemente a que la interaccidon con esta molécula permite que aumente

la presencia de iones OH- y HCOO- que afectan positivamente el potencial.
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Con el proposito de corroborar la interaccidn entre el acido folico y las nanoparticulas se realizé
un analisis de espectroscopia de fluorescencia, se utilizé como longitud de onda de excitacion 364

nm. Los resultados son presentados en la figura 9.
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Figura 9. Espectros de fluorescencia de las nanoparticulas de oro con A ext =364nm solubilizadas
en medio acuoso. [Au]= 400uM, [AF] =5x10°M a pH =9, a temperatura ambiente. A). AUNPs sintetizadas
en micelas inversas de AOT/Isooctano B). AuNPs sintetizadas empleando extracto de Aloe vera.

En la figura 9, se puede ver un cambio de la intensidad de fluorescencia de las nanoparticulas
solas en comparacion con las funcionalizadas, sugiriendo que hay una interaccion entre el ligando
(&cido fdlico) y las particulas metélicas. Las MINPs presentan su méxima intensidad de
fluorescencia a una longitud de excitacion de 364nm (figura 10A), mientras que la AVNPs no
poseen fluorescencia en un rango de 274-374 nm (figura 10B), lo que implica que Gnicamente
en las MINPs se genera la excitacion coherente del plasmon superficial, asi como los electrones
tipo d bajo una A ext =364 nm (Abdelhalim & Mady, 2011). La fotoluminiscencia de
nanoparticulas de tamarios entre 20 y 35 nm es un efecto que se ha visto previamente en otras

investigaciones (Abdelhalim & Mady, 2011; J. Chen, Jin, Fahruddin, & Zhao, 2013).
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Figura 10. Barrido de fluorescencia de nanoparticulas de oro. A) Espectro de fluorescencia de
AVNP a diferentes longitudes de onda de excitacion. B). Espectro de fluorescencia de MINP a diferentes
longitudes de onda de excitacion.

La energia de fluorescencia proporcionada por las MINPs es transmitida al compuesto formado

entre el acido félico y la nanoparticulas, dado que los electrones excitados pueden dirigirse al

LUMO del complejo directamente, lo que implica una interaccién mas fuerte y una disminucién

de la fluorescencia (quenching) (X. Li & Chen, 2016). Caso contrario sucede con las AVNPs,

quienes no tienen una excitacion que favorezca un aumento energético en el complejo y el area

efectiva de la superficie de contacto es pequefia, debido la presencia de biomoléculas en la

superficie metalica, por consiguiente, se produce un aumento en la fluorescencia (J. Chen et al.,

2013; X. Li & Che

n, 2016).
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Ademas de los indicios que se pudieron ver con las técnicas de espectroscopia de absorcion
(UV-Vis), DLS vy espectroscopia de fluorescencia, también se analiza la interaccion del acido
folico con las AUNPs empleando espectroscopia FT-IR. Los resultados obtenidos se presentan en

lafigura 11y 12.
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Figura 11. Espectros (FT-IR) de MINPs. A). Acido félico (AF). B). Nanoparticulas de oro
sintetizadas en micelas inversas (MINPs). C). MINPs funcionalizadas con acido félico (MINPs @ AF).
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Figura 12. Espectros (FT-IR) de AVNPs. A). Acido félico (AF). B). Nanoparticulas de oro
sintetizadas con el extracto de Aloe vera (AVNPs). C). AVNPs funcionalizadas con acido folico (AVNPs

@ AF).

La figura 11 muestra varios cambios de las bandas de absorcion que entre 3400 y 3600 cm™
atribuidos a enlaces de estiramiento O-H y N-H pertenecientes a las moléculas de acido félico y
algunos residuos del AOT (Elia et al., 2014; Hammud, Ahmed, Latif, Neama, & Rahman, 2010;
Jeevanandam, Chan, & Danquah, 2017).

La presencia de trazas de surfactante en las MINPs sin y con funcionalizacion se corrobora
gracias a las bandas de alta intensidad en un rango de 2958-2860 cm™ que corresponden a los
estiramiento de vibracion de enlaces C-H y C-C y la banda alrededor de 1730 cm™ que es un
indicativo de carbonilo, las cuales son sefiales caracteristicas del AOT junto con las bandas de

1215y 1028 cm referentes a los sulfatos (Devendiran et al., 2016; Elia et al., 2014; Khosravian
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et al., 2016). Sin embargo, dichas sefiales se ven parcialmente disminuidas en los espectros de
MINPs@AF, lo cual esta relacionado con la eliminacién de estos restos de surfactantes facilitando
la interaccion de la nanoparticula con el acido félico.

Otras bandas caracteristicas del acido fdlico son las que se encuentran en el rango de 1460 a
1412 cm corresponden a las deformaciones asimétricas de enlaces —CH: y la desaparicion de las
bandas de 1215 y 1028 cm referentes a los sulfatos que provienen del AOT (Devendiran et al.,
2016; Elia et al., 2014), y los picos de absorcion a 2900-2700 cm™ corresponden a los modos de
vibracion de estiramiento C-H en las cadenas de hidrocarburos, que disminuyen su intensidad
debido a la interaccion de la nanoparticula con el acido félico (L. Castro et al., 2010; J. Huang et
al., 2007) son también indicativos de una interaccion de las MINPs y el acido folico.

En el caso de los espectros de AVNPs, mostrados en la figura 12, se observan diferentes sefiales
asociadas probablemente a moléculas que recubren y estabilizan las nanoparticulas de oro (L.
Castro et al., 2010). Por ejemplo, la sefial en 1109 cm™ pertenecientes a los grupos -C-O en los
polisacaridos en el extracto (J. Huang et al., 2007). Un pico entre 1726- 1745 cm™ caracteristico
de las vibraciones de estiramiento del grupo funcional carbonilo y la sefial de amplia absorbancia
entre 3000- 3500 cm™ se atribuye a los modos de vibracion de estiramiento O-H en el grupo
funcional hidroxilo y a las vibraciones de estiramiento N-H, grupos presentantes tanto en el acido
folico como en los componentes del extracto de Aloe vera. La sefial entre 1080-1040 cm™ puede
relacionarse con las vibraciones S=O y N-C de estiramiento relacionadas con grupos amino libres
0 restos de cisteina en las proteinas como lectinas y algunos aminoacidos presentes como la
metionina (L. Castro et al., 2010; Melo et al., 2004).

El espectro (FT-IR) del acido fdlico, tiene la presencia de diferentes bandas como el pico de

alta intensidad que aparece cerca a los 1690 cm™ perteneciente al enlace tipo amida que es
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caracteristico del acido fdlico al unirse el acido para-amino benzoico con el glutamico (G. Li et
al., 2009). También las sefiales entre 1655-1550 cm™ que representan enlaces C-NHz y C-N de
una amina primaria y secundaria respectivamente, la banda 910-665 cm™ que correspondiente a
los enlaces tipo N-H presentes en las aminas primarias, y el pico entre a 1513-1481 cm™
correspondiente las vibraciones de los enlaces C=N tipo tijera, se relacionan con el segmento
pterinico y enlaces C=C conjugados pertenecientes al benceno, las cuales estan presentes y con
alta intensidad tanto en el &cido folico como en las nanoparticulas con el ligando (Honary,
Gharaei-fathabad, & Paji, 2012; Jeevanandam et al., 2017; G. Li et al., 2009; Tsai et al., 2008).
Algunos cambios en las sefiales obtenidas en los espectros de las nanoparticulas de oro en
comparacion con los FT-IR del AF como la aparicion, disminucién y /o desplazamiento de las

bandas anteriormente mencionadas, en los espectros de MINPs@AF y AVNPs@AF, son también

indicativos de una interaccion de las AuNPs y el acido folico.

4.3 Respuesta térmica de las AuNPs frente a la irradiacion IR

Se evalud los cambios térmicos en una solucién de AuNPs bajo irradiacion con un laser I.R.
cada minuto. Las figuras 13 y 14, muestran el aumento de temperatura observado para las
soluciones de 400 uM de MINPs y AVNPs en medio EMEM, variando la potencia de irradiacion

de los diodos laser de 808 nm y 638 nm, respectivamente.
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Figura 13. Respuesta térmica de las AuNPs en solucion EMEM con un laser de 808nm para
diferentes potencias de irradiacion. A). Para las NPs obtenidas en micelas inversas. B). Para las NPs

obtenidas empleando Aloe vera.
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Figura 14. Respuesta térmica de las AuNPs en solucibn EMEM con un laser de 638nm para
diferentes potencias de irradiacion. A). Para las NPs obtenidas en micelas inversas. B). Para las NPs

obtenidas empleando Aloe vera.

La hipertermia puede ser un aliado que mejore tanto la quimioterapia como la radioterapia

segun (Hainfeld et al.,

2015). En las figuras 13 y 14, muestran que para ambos diodos, las

nanoparticulas actian como calentadores plasmonicos, y el aumento de la temperatura que estas

producen se ve fuertemente influenciado por el incremento de la potencia del laser, tal como se ha

visto en otras experiencias, donde la respuesta de calentamiento esta estrechamente relacionada

con la intensidad de irradiacion usada (Lucas, Moiseeva, Zhang, Gobin, & Harnett, 2013).
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Para los resultados de calentamiento observados para ambos tipos de nanoparticulas, el
aumento de la temperatura es directamente dependiente del incremento de la potencia del laser,
acorde con otras investigaciones (Lucas et al., 2013; N. N. Nedyalkov et al., 2012). Donde la carga
de migracion en la superficie de la particula provoca un campo eléctrico cambiante para inducir
una calefaccion de forma dependiente de la intensidad del laser (N. N. Nedyalkov et al., 2012).
Ademas, esto no implica ningun efecto sobre las propiedades de las nanoparticulas, ya que como
se ha visto, el aumento de la potencia del laser no afecta las posiciones de la banda de absorcion
(N. Nedyalkov et al., 2017). Por ello para mejorar su efecto sobre la linea celular se selecciono la
potencia laser que garantice el mayor aumento térmico.

En la figura 15, se muestra los cambios de temperatura observados con la potencia de 600 mW,
y para cada diodo hay una relacion de intensidad de irradiacion de 19.09 W/cm? (808 nm) y 1.56
W/cm? (638nm), y se compara el aumento de temperatura para cada tipo de nanoparticulas

obtenidas con cada uno de los diodos laser.
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Figura 15. Respuesta térmica de las AuNPs en medio EMEM, [AuNPs] = 400 uM. A). Empleando
un diodo de 808 nm y 600 mW. B). Empleando un diodo de 638nm y 600 mW.



ESTUDIO in vitro DE AuNPs ANISOTROPICAS EN HelLa 68

En la figura 15, se muestra que el incremento de temperatura es menor cuando se expone las
nanoparticulas a la irradiacion laser de 808 nm que la de 638 nm, esto se debe a que el
calentamiento basado en la absorcién de plasmon de resonancia depende en gran medida de la
longitud de onda del laser como se ha mostrado en la literatura (Honda, Saito, Smith, Fujita, &
Kawata, 2011), con la respuesta obtenida, se pudo comprobar que efectivamente las
nanoparticulas podian ser empleadas para generar hipertermia, bajo estas condiciones, al aumentar

la temperatura en las soluciones de AuNPs en comparacion al solo medio de cultivo.

4.4 Efecto de las nanoparticulas sobre la viabilidad de las células HelL a.

A partir de la observacion del efecto de las nanoparticulas con y sin funcionalizar, sobre un
cultivo secundario de la linea de cancer de cuello uterino HelLa, se pudo corroborar el nivel de
citotoxicidad de las nanoparticulas sintetizadas en un rango de concentraciones entre 5 - 80 UM,
para dos tiempos de tratamiento (2 y 4h). El efecto citotoxico inducido por las nanoparticulas

MINPs y AVNPs, con y sin funcionalizacion sobre la viabilidad celular se muestran en las figuras
16y 17.
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Figura 16. Viabilidad de las células HeLa después del tratamiento a 2 y 4 h con nanoparticulas
MINPs. A) MINPs sin funcionalizar. B) MINPs funcionalizadas (MINPs@AF). Los asteriscos representan

las diferencias estadisticamente significativas con respecto al control de acuerdo a lo siguiente: * p<0.05,
** p<0.01. *** p<0.001.
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Figura 17.Viabilidad de las células HeLa después del tratamiento a 2 y 4 h con nanoparticulas
AVNPs. A) AVNPs sin funcionalizar. B) AVNPs funcionalizadas (AVNPsS@AF). Los asteriscos
representan las diferencias estadisticamente significativas con respecto al control de acuerdo a lo siguiente:
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Los ensayos de citotoxidad permitieron corroborar que las nanoparticulas de oro presentan baja
toxicidad (figuras 16 y 17), probablemente debido a la biocompatibilidad del oro, previamente
reportada en la literatura (Abkenar & Naderi, 2016; Kabb, Carmean, & Sumerlin, 2015). Este
comportamiento fue similar tanto para las MINPs como las AVNPs para dos y cuatro h de
tratamiento.

Las nanoparticulas se evaluaron en un rango de concentracion de 5 a 80 uM. En este intervalo
de concentracion, las células no exhibieron una respuesta de tipo dosis dependiente y el aumento
de la concentracion de las nanoparticulas no generé un aumento de citotoxicidad en las células
HeLa. Por el contrario, se evidencian bajos efectos citotoxicos. De forma estadisticamente
significativa, para la concentracion de 5uM de MINPs a cuatro horas de tratamiento (figura 16A)
se indujo la disminucidn de la viabilidad de cerca del 13 % de las células HeLa; mientras que para
las MINPs@AF en una concentracion de 10uM a dos horas de tratamiento se observé un ligero

incremento de 15% de las células viables con respecto al control. En el caso de las células HelLa

tratadas durante dos horas con las nanoparticulas sintetizadas con el extracto de Aloe vera, se
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observO un aumento estadisticamente significativo en la viabilidad de 19 y 16% para las
concentraciones de 10 UMy 25 uM respectivamente, y con AVNPs@AF, el porcentaje de células
viables crecid un 22% en la concentracion de 5 UM, con respecto al control. Lo anterior evidencio
que el efecto citotoxico no tiene una dependencia directa con el aumento en la dosis de las
nanoparticulas de oro empleada en el tratamiento de células HeLa, lo que implico un efecto toxico
aleatorio de las NPs sobre la viabilidad celular, que es coherente con los resultados presentados
en otras investigaciones (Drescher, Traub, Buechner, Jakubowski, & Kneipp, 2017; Hau et al.,
2016).

En las figuras 16 y 17, se evidencia el efecto que tiene la funcionalizacién del acido félico
sobre los dos tipos de nanoparticulas, ya que, para los dos tiempos de tratamiento, se observa que
la toxicidad de las NPs funcionalizadas es menor que las NPs sin funcionalizar.

La variacion de los efectos citotoxicos al funcionalizar las nanoparticulas, puede relacionarse
con la agregacion de las nanoparticulas no funcionalizadas en la solucion del medio de cultivo, ya
que las NPs se pueden sedimentar rdpidamente y posteriormente adherirse a la superficie de las
células. Una vez, las nanoparticulas estan adheridas podrian estimular mecanismos de captacion
en las células y facilitar su posterior absorcion (D. Huang, Zhou, Liu, & Gao, 2015; Lesniak et al.,
2012).

Por ello, la citotoxicidad de las nanoparticulas no funcionalizadas en las células podria estar
asociada con la internalizacion de las NPs, que puede darse por macropinocitosis, al generarse
formacion de conglomerados de gran tamafio (> 200 nm) (D. Huang et al., 2015). Este proceso
implica la integraciéon de una gran cantidad de macropinosomas conformados por las NPs, via
endocitica regulada por la actina mas no por receptores asociados, esta estrechamente relacionado

con un fruncimiento significativo de la membrana plasmatica a través de la superficie celular
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(Canton & Battaglia, 2012). Bajo estas condiciones, estas nanoparticulas de oro internalizadas no
se pueden digerir y causar dafio a las células, debido a la alta estabilidad del oro en condiciones
fisioldgicas (D. Huang et al., 2015).

Por el contrario, las NPs que aumentan su capacidad de dispersion gracias a la funcionalizacién
con el &cido folico, son internalizados en las células HelL a a traves de endocitosis mediada por el
receptores folato y son atrapadas en los endosomas. Estos endosomas luego se fusionan con los
lisosomas para su procesamiento antes de ser transportados a la periferia de la célula para su
excrecion, por lo que su toxicidad disminuye como se ha visto en diferentes investigaciones (D.
Huang et al., 2015; Joshi et al., 2012; Z. Zhang et al., 2010).

También, se observo una dependencia de la toxicidad de las NPs con respecto al tiempo de
exposicion del tratamiento, de manera que el efecto citotdxico de las nanoparticulas se incremento
levemente con el tiempo, sin embargo, estos cambios no ocurren de forma dependiente de la
concentracion de la nanoparticulas, acorde a lo mostrado en otros estudios (Vijayakumar &

Ganesan, 2013; Wozniak et al., 2017; Yinan Zhang, Xu, Li, Yu, & Chen, 2012).

4.5 Efecto fototérmico de las nanoparticulas de oro sobre la viabilidad de las células HeLa.

Usando el mismo rango de concentraciones en la determinacion del efecto citotoxico de las
NPs, se determind el efecto fototérmico de las nanoparticulas sintetizadas con y sin
funcionalizacion sobre la linea HelLa, durante 4 horas, ya que esto maximiza el efecto de las
AUNPs. Para generar el efecto fototérmico, se empled una potencia incidente de 600 mW vy se
comparé el efecto seguin las longitudes de onda de los diodos laser (638 y 808 nm) y una distancia
del diodo al cultivo celular de 2 cm y 5 min de irradiacion como se muestran en las figuras 18 y

19.
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Figura 18. Viabilidad de las células HeL.a después del tratamiento 4 h con nanoparticulas MINPs
e irradiadas con los diodos de 638 y 808 nm durante 5 min a una distancia de 2 cm. A) MINPs sin
funcionalizar. B) MINPs funcionalizadas (MINPs@AF). Los asteriscos representan las diferencias

estadisticamente significativas con respecto al control de acuerdo a lo siguiente: * p<0.05 ** p<0.01 ***
p<0.001.
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Figura 19. Viabilidad de las células HeLa después del tratamiento 4 h con nanoparticulas AVNPs
e irradiadas con los laseres de 638 y 808 nm durante 5 min a una distancia de 2cm. A) AVNPs sin

funcionalizar. B) AVNPs funcionalizadas (AVNPs@AF). Los asteriscos representan las diferencias

estadisticamente significativas con respecto al control de acuerdo a lo siguiente: * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001.

De acuerdo con los resultados de viabilidad celular observados, el efecto fototérmico de las
nanoparticulas no es dosis dependiente, de manera similar a los datos obtenidos en relacion a la

citotoxicidad, ver figuras 18 y 19. Ademas, se puede ver claramente que el mejor efecto
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fototérmico fue significativo para una concentracion de 5 uM, tanto para las MINPs@AF como
las AVNPs@AF al ser irradiadas con una potencia de 600 mW. Sin embargo, para cada tipo de
nanoparticulas el efecto fototérmico fue dependiente del tipo de longitud de onda del laser
empleado, por ejemplo, las AVNPs@AF frente a la irradiacion con el laser de 808 nm y una
concentracion de 5 uM provocaron una disminucién de la viabilidad cerca de un 15% con respecto
al control, mientras que las MINPs@AF bajo la misma concentracion y con el diodo de 638 nm
generaron un descenso de aproximadamente el 22% de las células viables, luego, el efecto
fototérmico fue aproximadamente un 10% mejor en las nanoparticulas de MINPs que en las
AVNPs,

Claramente el efecto fototérmico se hace directamente dependiente de la funcionalizacion de
ambas nanoparticulas, donde el efecto es mayor con las MINPS debido a que la anisotropia y una
mejor interaccion con el AF, como se corrobor6 con la caracterizacion fisicoquimica, facilitando
en este caso la endocitosis mediada por los receptores folatos de forma efectiva y por ende su
internalizacion en las células, de esta manera, las nanoparticulas mantienen sus propiedades
Opticas, lo que permite que se genere un aumento de la temperatura frente a la irradiaciéon y asi
aumente su potencial citotdxico frente a las células HeLa, de manera similar como se ha observado
en otros estudios (Abadeer & Murphy, 2016; Ali et al., 2017; L. Bertel Garay et al., 2018).

En relacion con las longitudes de onda de los dos diodos, en las figuras 17 y 18 se ve que el
efecto fototérmico es mayor al irradiar con el diodo de 638 nm, lo que es congruente con el hecho
de que los méaximos de las bandas plasmdnicas tanto de las MINPs como las AVNPs son mas
cercanas a la longitud de onda del laser, por lo que la generacién de un calentamiento es mas

eficiente (Honda et al., 2011).
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Sin embargo, en las AVNPs se muestra su mejor efecto cuando se irradia con el diodo de
808nm, esto puede atribuirse a la presencia de diferentes moléculas sobre la superficie de las
nanoparticulas, y son constituyentes del extracto de Aloe vera (como carbohidratos, proteinas,
minerales, oligosacaridos y vitaminas), que como se ha evidencio previamente poseen una leve
absorcion cercana a los 600 nm, por lo cual, la absorcién relativa de las nanoparticulas de oro
puede reducirse y por ende el aumento de temperatura sea menor para el diodo de 638 nm (Honda
etal., 2011).

Teniendo en cuenta los anteriores resultados se selecciona como mejores variables el uso de
MINPs y el diodo de 638 nm, pues son condiciones en donde se observaron los mejores resultados
del efecto fototérmico sobre las células Hela. La figura 20 muestra el efecto de las MINPs con y
sin funcionalizacion bajo la irradiacion de 638 nm, 4 h de tratamiento y con dos diferentes

distancias desde el diodo hasta la superficie de cultivo (2 y 5 cm).
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Figura 20. Viabilidad de las células HeLa después del tratamiento 4 h con nanoparticulas MINPs
e irradiadas con el diodo de 638 nm durante 5 min a una distancia de 2 y 5cm. A) MINPs sin
funcionalizar. B) MINPs funcionalizadas (MINPsS@AF). Los asteriscos representan las diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control de acuerdo a lo siguiente: * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001.
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Como se ve en la figura 20, la distancia de irradiacion desde el diodo hasta la zona de cultivo
es también un factor determinante en el efecto fototérmico generado por las nanoparticulas
irradiadas, esto se puede atribuir a que al aumentar la distancia, también incrementa el diametro
del punto de irradiacion del laser lo que genera una disminucion de la intensidad de irradiacion
sobre cada pozo, dado que se maneja una potencia constante, esto afecta la eficiencia térmica de
las nanoparticulas para generar muerte celular, como se ha visto en otras investigaciones, el
aumento de intensidad mejora el efecto fototérmico (Ali et al., 2017; N. N. Nedyalkov et al., 2012;
Solon, Aronson, & Gould, 1961). Por ello, se determina con el fin de mejorar la eficiencia del
efecto fototérmico, la distancia éptima de irradiacion es de 2 cm.

Teniendo en cuenta las mejores condiciones establecidas anteriormente, se evaluo la capacidad
de recuperacion de las células en un rango de tiempo, con el fin de determinar la duracion del
efecto fototérmico sobre la linea celular desde el momento en que se realiza la irradiacion, la cual

se representa en la figura 21.
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Figura 21. Evaluacion de la linea HelLa posterior al tratamiento con MINPs y MINPs@AF
respecto al tiempo. El tratamiento se realizd6 empleando una concentracion de 5 UM de MINPs y
MINPs@AF durante 4 h e irradiadas a una distancia laser de 2 cm con el diodo de 638 nm. Los asteriscos
representan las diferencias estadisticamente significativas con respecto al control de acuerdo a lo siguiente:
* p<0.05 ** p<0.01 *** p<0.001.
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En la figura 21, se puede apreciar que hasta las 12 h después de la irradiacion de las células
tratadas previamente con MINPs y MINps@AF, el efecto fototérmico se sigue presentando en el
sistema, ocasionando una disminucion de aproximadamente 17% de la viabilidad de las céelulas
tratadas con MINPsS@AF con respecto al control, sin embargo, a las 24 h la linea celular tratada
no presenta ningun cambio estadisticamente significativo lo que implica que dese este punto las
ceélulas comienzan a retomar su ritmo normal de crecimiento.

La recuperacion de la velocidad de crecimiento de las células a partir de las 24 h después de
la aplicacion de la terapia fototérmica puede estar relacionada por la capacidad de digestion del
oro en el interior celular, ya que los endosomas residuales, productos de las posibles vias de
internalizacion de las NPs, durante este tiempo, pueden fusionarse con los lisosomas para asi
procesar las nanoparticulas de oro y estimular la exocitosis de las MINPs y asi mismo su excrecion

a la periferia celular (Chithrani, Stewart, Allen, & Jaffray, 2009; Z. Zhang et al., 2010).

4.6 Determinacion del mecanismo de accién de las nanoparticulas MINPs

Existen diferentes modalidades de muerte celular, entre los mas comunes se encuentran la
apoptosis y necrosis (Sun, Jia, Jiang, & Zhai, 2018). Para determinar qué tipo de mecanismo de
muerte inducen las nanoparticulas sobre las células HelLa, se comprobo la liberacion del citocromo
C durante el tratamiento fototérmico usando las MINPs, cuyos resultados se encuentran en la

figura 22.
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Figura 22. Efecto de las MINPs sobre la liberacion de citocromo C en células HeLa. La liberacion
de citocromo ¢ se midi6 a 414 nm después de 4 h de tratamiento y 2h de tiempo de recuperacion después
de la exposicién al diodo laser de 638nm ubicado una distancia de 2cm, utilizando una solucion de 5 uM
de MINPs. Los resultados se expresan como nmol de citocromo C liberado en comparacion con el control.
Los asteriscos representan las diferencias estadisticamente significativas con respecto al control de acuerdo
a lo siguiente: * p<0.05 ** p<0.01 *** p<0.001.

En la figura anterior, se muestra que la concentracion de citocromo C liberado al citoplasma es
cerca de 28% menor en las células tratadas con las nanoparticulas sin funcionalizar en
comparacion con el control. Sin embargo, cuando las nanoparticula estan funcionalizadas con el
acido folico, se presenta un aumento de 70% en la concentracion de citocromo C liberado al
citoplasma, lo cual puede deberse a la presencia de la muerte programada (Doss, Debajyoti, &
Debottam, 2013), o también puede ser un indicio de necrosis. En el caso de que se genere un
blogueo de la activacion de caspasas en un proceso apoptotico, se puede desviar la muerte celular
programada a una necrética, ya que la alteracion del potencial transmembrana mitocondrial, no es
un factor determinante en la activacion del mecanismo que impulsa el citocromo c al citosol
(Bossy-Wetzel, Newmeyer, & Green, 1998; Y. Z. Li, Li, Pinto, & Pardee, 1999).Teniendo en

cuenta los anteriores indicios, se complementd el ensayo de liberacidn de citocromo C con otras
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técnicas, como una electroforesis horizontal con el fin de confirmar la posible fragmentacion de

ADN relacionada con la muerte celular programada, los resultados se muestran en la figura 23.

Figura 23. Gel de electroforesis de las células HelLa tratadas con MINPs. A) Células control no
irradiadas. B) Células control irradiadas. C) Células tratadas con MINPs. D) Células tratadas con
MINPs@AF. Las células HeLa fueron tratadas con las NPs con y sin funcionalizar durante 4 h e irradiadas
con el diodo laser de 638 nm ubicado a una distancia de 2 cm y 24 h de recuperacion después de la
irradiacion.

En la figura 23, no se observa una secuencia de bandas correspondiente a fragmentacion de
ADN provocado por el tratamiento e irradiacion de las NPs, por lo que esta técnica no permitié
confirmar que el tipo de mecanismo de muerte celular activado por las nanoparticulas, obtenidas
con la sintesis de micelas inversas, es una posible apoptosis (Alfaro Moreno, Garcia Cuéllar, &
Duefias Gonzalez, 2000).

Ademas, se realiz6 una tincion con el colorante Wright-Giemsa con el fin de identificar los

cambios morfolégicos como otro indicio de confirmacion de la clase de mecanismo de muerte

inducido por las MINPs, estas variaciones se pueden apreciar en la figura 24.



ESTUDIO in vitro DE AuNPs ANISOTROPICAS EN HelLa 79

Figura 24. Cambios morfolégicos de las células HelLa frente al tratamiento con MINPs. A) Células
control sin irradiacion. B) Células control con irradiacién. C) Células tratadas con MINPs. D) Células
tratadas con MINPs@AF. Las células HeLa fueron tratadas con las nanoparticulas con y sin funcionalizar
durante 4 h e irradiadas con el diodo laser de 638 nm ubicado a una distancia de 2 cmy 2 h de recuperacion
después de la irradiacion.

Algunos cambios morfoldgicos que se pueden apreciar para las células en presencia de MINPs
y MINPs@AF e irradiadas con el diodo de 638 nm a una distancia de 2 cm (figura 24). En las
células HelLa control (figura 24 Ay B), los nacleos tienen una coloracion azul muy leve con 1 a
3 cuerpos tipo nucléolo y algunas vesiculas, ademas de poseer una membrana larga, poligonal y
semi fusiformes. En cambio, las células que fueron tratadas e irradiadas, presentan una serie de
alteraciones como células con forma oval, contraccion celular, aglomeracion e incluso las células
tienen vacuolacién variable e irregularidad de la membrana de la superficie con algunos nucleos
no redondeados, esto principalmente en las células con MINPs@AF. Esos cambios son un indicio
de que probablemente predomine como modalidad de muerte celular la necrosis y en segundo
plano se da una apoptosis tardia debido a la baja cariocinosis en las células tratadas y la escasa

formacion de cuerpos irregulares en la membrana (Al-Bagdadi et al., 2016; D.-L. Li et al., 2014).
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Finalmente, se empled el ensayo de citometria de flujo para identificar dafios en las membranas
celulares y corroborar el tipo de mecanismo de muerte celular generado por las nanoparticulas en

presencia de la irradiacion, estos resultados se muestran en la figura 25.
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Figura 25. Poblacidn celular segun el mecanismo de accién activado por las MINPs y MINPs@AF.
A) Células tratadas con MINPs B) Células tratadas con MINPs@AF. Las células HeLa fueron tratadas con
las nanoparticulas con y sin funcionalizar durante 4 h e irradiadas con el diodo laser de 638 nm ubicado a
una distancia de 2 cmy 2 h de recuperacion después de la irradiacién.

En la figura 25 se evidencia una tasa de células no viables identificadas con el colorante Sytox
Green de 26,5% para las células con MINPs y con 27,8% para MINPs@AF, después de la
irradiacion de las NPs internalizadas en las células HeLa, confirmando la perdida de la integridad
de la membrana plasmatica de las células, lo que constituye una posible mezcla entre células
necréticas y de apoptosis tardia, indicando que la apoptosis no es la principal causa de muerte
celular (Gaforio, Serrano, Ortega, Algarra, & Alvarez De Cienfuegos, 2002; Joshi et al., 2012).
Por lo tanto, los resultados de la citometria de flujo de las células HeLa en presencia de MINPs y
MINPs@AF son una confirmacion de lo que se habia visto en el analisis morfoldgico de esta linea

celular después de la irradiacion.
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5. Conclusiones

Para las dos metodologias de sintesis de nanoparticulas de oro utilizadas en la
investigacion, se obtuvo satisfactoriamente una mezcla de formas anisotropicas, asi como
su funcionalizacion con el acido félico de manera sencilla y eficiente.

La interaccion entre el ligando y las nanoparticulas se evidencié por medio de las técnicas
espectroscopicas UV-Vis, FT-IR y fluorescencia y la determinacion del potencial Zeta,
dado a los diferentes cambios observados en las sefiales resultantes de las nanoparticulas
no funcionalizadas en comparacion con la funcionalizadas.

El efecto citotoxico de los dos grupos de nanoparticulas fue inferior al 15% sobre la
viabilidad de las células HelL a, adicionalmente la funcionalizacion disminuyo la toxicidad
de las nanoparticulas.

Las nanoparticulas MINPs mostraron un mayor efecto fototérmico, facilitando la
absorcion de la luz laser con una longitud de onda de 638nm, y disminuyendo la viabilidad
de las células HelLa.

Las nanoparticulas de MINPs con y sin funcionalizacion generan muerte celular
posiblemente por medio de una combinacién de dos mecanismos de accion: la necrosis y
la apoptosis tardia.

Las nanoparticulas de MINPs funcionalizadas con el &cido folico fueron las que
presentaron el mayor efecto fototérmico sobre las células HeLa para una concentracion de
5 UM con 4 h de tratamiento e irradiadas con el diodo laser de 638nm durante 5 min

localizado a una distancia 2 cm con la zona de cultivo.
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6. Recomendaciones

e Comparar el efecto fototérmico in vitro obtenido, sobre células normales de cuello uterino,
para asi corroborar que la funcionalizacion con el acido folico es un factor clave en la
selectividad de la terapia fototérmica.

e Evaluar durante la sintesis con Aloe vera, variables como el pH y la temperatura y su efecto
sobre la forma y tamafio final de las nanoparticulas obtenidas, pudiendo ser determinantes
a la hora de su funcionamiento en la terapia fototérmica debido a que el Aloe vera esta
compuesto por proteinas y carbohidratos que se verian afectados por dichas variables y
que podrian ser importantes en la formacion méas dptima de los compuestos.

e Complementar los ensayos para la determinacion del mecanismo de muerte celular con
ensayos como la identificacion de caspasas 3 y 7 o realizar el ensayo de citometria de flujo
con Annexina-V con el fin especificar la modalidad de muerte que activan las

nanoparticulas de oro.
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Apéndices

Apéndice A. El espaciamiento interplanar del cristal de oro (A), intensidad y valores

cristalogréficos HKL del JCPDS-PDF 04-0784

Simetria Cubica

D-espaciamiento  Intensidad (HKL)

A)
2.3550 100 (111)
2.0390 52 (200)
1.4420 32 (220)
1.1774 12 (222)

Apéndice B. Condiciones de preparacion del extracto de Aloe Vera

Condicion Medida
Temperatura de ebullicion 93°C
Tiempo de ebullicion del extracto 2h
Cantidad de cristales 30 gramos
Cantidad de agua desionizada 100 mL al aforo.
Poro de filtrado 0.5 mm
Reduccion del extracto en ebullicion 50%

Temperatura de filtrado Ambiente




