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|. Resumen

En este trabajo, se realizé la sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs) en medio
fisioldgico, se dilucidaron los componentes esenciales para llevar a cabo la sintesis y se
optimizd el proceso. Para el seguimiento de la formacion de las AuNPs se utilizo la
espectroscopia UV-Vis. Una vez determinadas las condiciones dptimas para formacion de
AuNPs se realizaron analisis para la caracterizacién fisicoquimica de las particulas los cuales
indicaron que las AuNPs sintetizadas son amorfas con tamafios de 22.7+5.82 nm de
didmetro con carga superficial de entre -28 y -26 mV. Posteriormente, con la finalidad de
evaluar los efectos bioldgicos de las AuUNPs en la vasculatura; se observo el tono vascular de
anillos de aorta, que se expusieron a concentraciones crecientes de AuNPs, los cuales
presentaron vasodilatacién independientes de la producciénd e o6xido nitrico (NO),
sugiriendo que otros mediadores podrian estar regulando los efectos de las AuNPs. Las
caracteristicas y efectos mostrados por estas nanoparticulas indican que podrian usarse en
aplicaciones médicas, sin embargo, mas estudios de biocompatibilidad son necesarios.

lI. Introduccidn

Dentro de las sintesis de nanomateriales metdlicos, uno de los procesos mas
versatiles dentro del enfoque bottom up para fabricacion de nanomateriales es el proceso
de sintesis coloidal: consiste en disolver una sal metalica (precursor) que sera reducido por
otra sustancia (agente reductor) y algun agente que este en el medio que delimite el tamaiio
de estas particulas a través de diferentes mecanismos (agente estabilizante). La distribucion
de tamafios, la estabilidad del coloide y la forma de las particulas en suspensién estaran
dadas por las concentraciones del precursor, agente reductor y del agente estabilizante.

En la literatura se reportan métodos de sintesis de AuNPs empleando agentes
reductores y/o estabilizantes de baja toxicidad, buscando disminuir la complejidad en el
sistema que conlleva el uso de extractos o sistemas bioldgicos. Ejemplos de estas sustancias
son: acido citricol,el &cido galico?, el HEPES (acido 4- (2-hidroxietil) -1-
piperazinaetanosulfénico), un amortiguador de pH y que se reporta funciona como
estabilizante y reductor3”/, y glucosa 1%,

Las ciencias de la salud han aprovechado y han explotado los nuevos fenédmenos que
presentan los nanomateriales para el disefio de nuevos dispositivos médicos. Entre las
propiedades que presentan las nanoparticulas se tiene un incremento considerable en area
superficial en comparacion con su contraparte macroscépica, gracias a su tamafio sus
interacciones se rigen por la mecanica cuantica derivando en nuevos fendmenos 6pticos,
magnéticos, entre otros.

Uno de los materiales mas usados en la nanomedicina son las nanoparticulas de oro
(AuNPs), las cuales han cobrado importancia por su alta estabilidad fisica y quimica, a la
facilidad con la que se pueden funcionalizar con moléculas organicas y bioldgicas, y a que
presenta el fenomeno de plasmdén de resonancia superficial el cual se aprovecha en
aplicaciones como imagenologia y terapia térmica'?13,



El fendmeno de plasmon de resonancia superficial o SPR (por sus siglas en inglés:
surface plasmon resonance)'*, el cual estd presente en los nanomateriales metalicos,
consiste en la oscilacion colectiva de electrones en la banda de conduccién y que es
consecuencia de su confinamiento en un material con dimensiones en la nanoescalal®°922,
Debido a este fendmeno las propiedades dpticas del oro se ven modificadas: pasa de
mostrar propiedades dpticas lineares a presentar propiedades no lineares?>.

La determinacién del plasmoén de resonancia superficial se puede utilizar como
indicativo de la formacién de nanoparticulas y de su forma o tamafo ya que solo se va a
presentar en nanomateriales y la interaccion de estas nanoparticulas con la luz va a
depender del tamafio y la morfologia del material 1°., resultando en diversas coloraciones
en las soluciones coloidales de nanoparticulas hechas del mismo material.

En el area biomédica, ademas de buscar incorporar tecnologias mdas novedosas y
eficaces para el tratamiento y diagndstico médico, se busca que los vehiculos de entrega o
el material del dispositivo que se emplee, no provoque una respuesta adversa sobre el
sistema inmunoldgico, por ello se ha considerado el uso del oro, que tradicionalmente se
considera como un material inerte y biocompatible’. A pesar de lo anterior hay un gran
numero de estudios que reportan diversos aspectos y abordajes toxicoldgicos de las AUNPs,
los cuales no llegan a un consenso general sobre la seguridad en su uso.

El acelerado paso al cudl estas tecnologias se han ido desarrollando no solo se hace
evidente la necesidad de un estudio a profundidad de las nanoparticulas de oro en los
sistemas bioldgicos, también refleja la urgencia de dilucidar sus efectos y mecanismos
fisioldgicos, las dosis a las cuales pueden emplearse, bajo qué y cuales caracteristicas fisico-
guimicas pueden utilizarse, razones por las cuales sintetizar AuNPs a partir de biorreactores
o procesos fisioldgicos, podria contribuir en mejorar la biocompatibilidad de las AuNPs en
diversos sistemas bioldgicos y en consecuencia, el éxito de sus aplicaciones biomédicas?®.

lll. Objetivo

1. Objetivo general

Dilucidar las condiciones y componentes existentes en un medio fisioldgico, que
contribuyan en la formacién de AuNPs biolégicamente activas.

2. Objetivos especificos

1. Sintetizar nanoparticulas de oro a partir de HAuCls en medio fisioldgico a pH de 7.4,
modificando algunos de los componentes del medio.

2. Modificar los tiempos de reaccién para obtener las AuNPs en medio fisioldgico en
las diferentes condiciones propuestas, evaluando la formacion de estas mediante
espectrofotometria UV-Vis.

3. Determinar el tamafio de particula y carga superficial obtenidos al finalizar la
reaccién, mediante dispersidn dinamica de luz y potencial Z, respectivamente.

4. Caracterizar morfolégicamente las AuNPs obtenidas, mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM)



5. Analizar fisiolégicamente en anillos aislados de aorta de rata Wistar, las AuNPs
sintetizadas y caracterizadas en medio fisioldgico.

IV. Metodologia

1. Sintesis de AuNPs

La sintesis con la cual se iniciaron experimentos consistio en adicionar acido
clorodurico (HAuCls) a una solucion fisioldgica en un bafio recirculador. Los componentes
de la solucién fisioldgica que se empled son NaCl, KCI, CaCl,, MgSQs, KH,PO4, dextrosa y
HEPES y que se ajustd un pH de 7.44£0.5 con NaOH 0.1 M.

Sintesis posteriores se llevaron a cabo siguiendo condiciones similares y adicionando
agentes estabilizantes como el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), citrato de
sodioy almidén. También se realizaron cambios en las concentraciones de los componentes
de la solucidn fisiologia para evaluar el efecto de su presencia en la sintesis.

2. Caracterizacion fisicoquimica de AuNPs

Se monitorizd la formacién de las AuNPs con el espectrémetro UV-Vis USB4000-UV-
VIS de Ocean Optics y el espectrofotometro JENWAY 7310.

Micrografias se obtuvieron con el microscopio electréonico de barrido FEI — Helios
Nanolab 600 depositando la las AuNP’s diluidas en agua sobre un sustrato de silicio
policristalino. A partir de las micrografias se midié el diametro de cien particulas y se obtuvo
su valor promedio.

Para la determinacién del potencial zeta y el didmetro hidrodinamico mediante
dispersién Dindmica de Luz (DLS) se utilizé el equipo Malvern Zetasizer Nano ZS. Las
muestras se sonicaron antes y al momento de hacer las mediciones y se introdujeron los
datos del medio en el cual estaban dispersas las particulas.

3. Bioensayo de anillos aislados de aorta de rata Wistar

Se evaluo el efecto de las AuNPs en el sistema cardiovascular mediante un sistema
de anillos aislados de aorta de rata en presencia de endotelio (+E) y ausencia de este (-E).
La obtencidn de los anillos aislados de aorta de ratas macho de la cepa Wistar (250-350 g)
se obtuvieron del bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UASLP.

Las ratas Wistar se sacrificaron por reseccion de la aorta conformidad con la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999%° basada en la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de Salud (NIH, Publicacion No 92-3415
Bethesda, MD, EUA. 1992)%°, Estos procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica
en Investigacion y Docencia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UASLP (CEID2014033).

Segmentos de aorta con o sin endotelio se suspendieron de un transductor
isométrico Radnoti en bafios de tejidos que contenian solucién fisioldgica a una
temperatura de 37° C. Se aplicé una precarga y se mantuvieron en estabilizacion. Una



concentracion de fenilefrina (Phe) 10 uM fue administrada para verificar la viabilidad y
funcionalidad del tejido, asi como control positivo de contraccién. Posteriormente se
procedid a la exposicion de la aorta a las AuNPs administrando concentraciones crecientes

de AuNPs en un rango de 0.001, a 1%.

Se determind la produccion de NO, cuantificada de manera indirecta a través de la
formacidn de nitritos (NO2) y nitratos (NOs), empleando el método de Griess?! con alicuotas
qgue fueron tomadas de la solucidn fisioldgica donde se encontraban sumergidos los anillos
de aorta al inicio y al final del ensayo.

Los cambios en la tensién se monitorearon en tiempo real mediante el software
Poliview y se analizaron con el software Graph Pad 6.0 mediante un analisis de varianza de
una via (ANOVA) y la prueba post hoc Tukey's HSD (honestly significant difference). Los
resultados fueron considerados de significancia estadistica cuando p <0.05.

V. Resultados y discusion

1. Influencia de la incorporacion de agentes estabilizantes a la solucidn fisiolégica

Este trabajo inicid replicando las condiciones fisiolégicas que dieron paso a la sintesis
de nanoparticulas en medio fisiolégico producto de observaciones previas y de gran
relevancia, llevadas a cabo bajo la direccién de la Dra. Maria del Carmen Gonzalez C en el
Laboratorio de Fisiologia Celular de la Facultad de Ciencias Quimicas.

Durante los primeros experimentos, al inicio de la sintesis, se mostré un cambio en
la coloracién de la solucién de un color amarillo a un rosa, lo cual apunté a la formacién de
nanoparticulas seguido de una perdida en su coloracion y la formacién de un precipitado al
cabo de unos minutos. Mediante espectroscopia UV-Vis se corrobord la sintesis de AuNP’s
con la presencia de un pico de absorcién en los 557 nm, sin embargo, esta intensidad decaia
con el tiempo, que junto a la formacién del precipitado se puede inferir que estas particulas
tenian una baja estabilidad coloidal.

Se realizaron experimentos en donde se modificaron componentes de la solucidn
fisioldgica con la finalidad de mejorar la estabilidad de las particulas, lo cual se llevé a cabo
incorporando citrato de sodio, almidén, CTAB vy sintesis en condiciones semifisioldgicas
donde no se incluyd dextrosa y se afiadid citrato de sodio. Lo anterior no condujo a una
modificacion significativa en los picos de absorcidn en los espectros e incluso en la mayoria
de los casos se vio disminuida.

Posteriormente se buscd identificar cudles de los componentes de la solucion
fisioldgica era el responsable de sintesis de las nanoparticulas, para ello se realizaron varios
experimentos descartando componentes del medio fisiolégico. Los cambios en la
concentraciéon de HEPES mostraron mayor efecto, al modificarse la intensidad y/o la
longitud de onda con respecto a la sintesis original.

A partir de estos resultados se optd por evaluar un amplio rango de concentraciones
cercanas a la concentracién original y se monitorearon a través de UV-Vis con la finalidad



de ver cual de estas mantenia una absorcién constante durante 24 h y que por ende seria
la sintesis con particulas mas estables. De estas soluciones se determiné en un rango de
concentraciones de HEPES donde las AuNPs sintetizadas eran mas estables ya que su
absorcién no decaia con el tiempo y lograban mantener su coloracion, lo que era un
indicativo de una mejoria en la estabilidad coloidal.

Se evalud el efecto que tendria sobre la estabilidad remover las sales en un rango
de concentraciones de HEPES. Las AuNPs sintetizadas en ausencia de sales mostraron una
mejoria significativa: la coloracién de las soluciones se mantenia, los colores eran claros y
sus espectros de absorcién donde los picos eran mas definidos. Lo anterior era indicio de
gue las AuNPs sintetizadas eran estables.

Ya que se inferia que las AuNPs sintetizadas en ausencia de sales eran estables se
analizaron mediante microscopia electrénica de barrido. Las micrografias mostraron
nanoparticulas amorfas y polidispersas con un diametro promedio 22.7 + 5.82 nm.

Los resultados arrojados por el andlisis de potencial zeta mostraron que las AuNPs
poseen una buena estabilidad coloidal durante su analisis con potencial zeta, cercano a los
30 mV??2 . Mediante un andlisis con DLS se determind que las AuNPs, eran polidispersas, a
excepcion de la muestra de HEPES 20 mM que presentd una adecuada polidispersion.

2. Efectos biolégicos duales de las AuNPs sobre anillos aislados de aorta de rata

Se evalud la accidn de las AuNPs provenientes de una sintesis solo con HEPES a una
temperatura de 37 °Cy 24 horas de tiempo de sintesis.

Se observo que las AuNPs en presencia de endotelio vascular, presentan un efecto
dual de contraccién y relajacion, mientras que si se remueve el endotelio existe un efecto
relajante, sugiriendo que las AuNPs ejercen su accidn sobre el musculo.

Con la finalidad de proponer un posible mecanismo activado por las AuNPs se
determinaron los niveles de NO. Los resultados mostraron que no hay cambios
significativos, lo que se puede sugerir que la accion de las AuNPs es independiente a este
mediador, al menos en la ventana de tiempo en la que se realizaron esos abordajes
experimentales.

Un posible mecanismo por el cual las AuNPs podrian estar ejerciendo sus efectos
vasodilatadores es a través de la generacién de derivados del 4cido araquiddnico (AA), como
las prostaglandinas 23 %4,

VI. Conclusiones

En este trabajo, se logré la sintesis de AuNPs en un medio similar a las condiciones
fisioldgicas de evaluacién de nanoparticulas. Se evalué la variacion de varios parametros,
como incorporacion de agentes estabilizantes, variacién en concentraciones de HEPES y la
presencia de sales. Se determiné que las condiciones mas adecuadas para obtener AuNPs
estables a pH 7.4 con HEPES en ausencia de sales. Las caracterizaciones de las AuNPs
demostraron que las particulas son amorfas y poseen 22.7+5.82 nm de didmetro, con carga
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superficial de entre -28 y -26 mV. Estas AuNPs demostraron tener un efecto vasodilatador
si interaccionan directamente con el musculo liso de anillos aislados de aorta de rata, al
lograr un mayor control sobre la composicion superficial de la nanoparticula, a través de
una sintesis mas sencilla®>2®. Las acciones inducidas por las AuNPs sugieren que el
mecanismo de accion es independiente de NO, por lo que otros mediadores o
combinaciones de ellos podrian estar regulando los efectos de las NPs sobre el tono
vascular, uno de los potenciales candidatos a estudiar serian las prostaglandinas,
especificamente la PGly, y sus posibles vias de seializacién involucradas.
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