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ABSTRACT

In this work we have explored the synthesis of metallic nanoparticles of gold, silver and
copper through an environmentally friendly methodology, as an alternative to traditional
nanotechnological synthesis methods (chemical and physical), with the primary purpose of
reducing the costs of synthesis, increase the biocompatibility of the nanomaterials obtained,
to avoid the use and generation of toxic substances, as well as decreasing the energy
consumption in the process. Using a plant extract as reducing agent in minimum quantities
and low temperatures (65 ° C) in addition to short reaction times, we synthesize
nanoparticles of copper, silver and gold by changing the parameters used, trying to
accelerate and control the nucleation processes and growth, using the UV-Vis
spectrophotometry technique as initial follow-up, it allows us to observe the signal
corresponding to the nanoparticles synthesized at different times and intensities, to
subsequently perform a meticulous microstructural characterization using the XRD, MET
and HRTEM techniques.

Likewise, we analyze some of the capacities and limits of the synthesized material, to
achieve this we have carried out different tests with the nanoparticles that we obtained such
as: the monitoring of its stability for several months, the impregnation in polymer, its
dehydration until nanopowder and its subsequent resuspension; through these experiments
we achieve a broader picture for future application. The extracts used from Agave were the
reducers that we selected for the green synthesis process, based on their biological
characteristics of being a renewable and highly cultivated resource in our country, in
addition to being a genus of plants that are currently undergoing several scientific research
due to the multiple pharmacological properties that they present thanks to the secondary
metabolites found in their tissues. In this work we made a comparison through a differential
synthesis by testing three different extracts from the same plant (ethanolic, aqueous and
hexane) which presented a high reducing power of the precursor metal ions, acting at the
same time as stabilizers of the nanoparticles formed, in addition to ensure the absence of
toxic waste. In the final application, its activity was tested against cancer cell lines, using a
lung cancer cell line, with a view to a future biomedical application in the fight against

cancer tumors.
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RESUMEN

En este trabajo hemos explorado la sintesis de nanoparticulas metélicas de oro, plata y cobre
mediante una metodologia amigable con el ambiente, como una alternativa a los métodos
de sintesis nanotecnolégicos tradicionales (fisicos y quimicos), con la finalidad primordial
de reducir los costos de la sintesis, aumentar la biocompatibilidad de los nanomateriales
obtenidos, evitar el uso y generacion de sustancias toxicas, asi como disminuir el consumo
de energia en el proceso. Utilizando como agente reductor un extracto de origen vegetal
en minimas cantidades y bajas temperaturas (65°C) ademas de tiempos cortos de reaccion,
sintetizamos nanoparticulas de cobre, plata y oro variando los pardmetros utilizados,
tratando de optimizar y controlar los procesos de nucleacién y crecimiento, empleando
como seguimiento inicial la técnica de espectrofotometria UV-Vis, la cual nos permitio
observar la sefial correspondiente a las nanoparticulas sintetizadas a diferentes tiempos e
intensidades, para posteriormente realizar una caracterizacion microestructural meticulosa
mediante las técnicas de XRD, MET Y HRTEM.

Asi mismo analizamos algunas de las capacidades y limites del material sintetizado, para
lo cual hemos realizado distintas pruebas con las nanoparticulas que obtuvimos como
fueron: el seguimiento de su estabilidad durante varios meses, la impregnacion en polimero,
su deshidratacidn hasta nanopolvo y su posterior resuspension; a través de lo cual logramos
un panorama mas amplio para una futura aplicacion. Los extractos utilizados a partir de
Agave fueron los reductores que seleccionamos para el proceso de sintesis verde,
basandonos en sus caracteristicas biologicas de ser un recurso renovable y muy cultivado
en nuestro pais, ademas de ser un genero de plantas que estan siendo objeto de varias
investigaciones actualmente por las maltiples propiedades farmacoldgicas que presentan

gracias a los metabolitos secundarios que se encuentran en sus tejidos.

En este trabajo realizamos una comparacion mediante una sintesis diferencial ensayando
tres extractos distintos a partir de la misma planta (etanélico, acuoso y hexanico) los cuales
presentaron un alto poder reductor de los iones metalicos precursores, actuando a la vez
como estabilizantes de las nanoparticulas formadas, ademas de asegurar la ausencia de
residuos toxicos. En la aplicacion final se busco su actividad contra lineas celulares
cancerosas, utilizando una linea celular de cancer de pulmon, con perspectiva a una futura

aplicacién biomédica en el combate a tumores cancerigenos.
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Abreviaturas

AuNP’s: Nanoparticulas de oro

CuNP’s: Nanoparticulas de cobre

AgNP’s: Nanoparticulas de plata

HRTEM: High Resolution Transmission Electron Microscopy
NP’s: Nanoparticulas

NPM: Nanoparticula metalica

RPS: Resonancia del plasmon superficial

TEM: Transmission electron microscopy

UV-vis: Ultravioleta/visible

XRD: X ray diffraction
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CAPITULO 1.

INTRODUCCION

En fechas recientes la nanotecnologia ha avanzado de manera importante hacia la
fabricacion de nuevos materiales con las propiedades especiales que le confiere a la
materia la escala nanométrica. Gracias a su minusculo tamafio y a su gran superficie de
contacto las nanoparticulas presentan propiedades interesantes y permiten su rearreglo
para conformar nanoestructuras de distinta morfologia como: nanoesferas, nanotubos,

nanodiamantes, nanoestrellas, entre otras [1].

Las nanoparticulas inorganicas son particularmente atractivas como piezas de
construccién para diversos propositos, debido a sus propiedades Opticas, electrénicas,
magnéticas y cataliticas singulares [2-4], estas propiedades les son conferidas
manipulando su tamarfio y forma, asi como la funcionalizacion de su superficie. Una de
las ramas importantes de la nanotecnologia se dirige a la sintesis de nanoparticulas
metalicas para su aplicacion en distintas areas [1-3], en particular la sintesis de NP’s a
partir de metales nobles como el oro, ha adquirido recientemente gran relevancia debido
a las aplicaciones que presentan estas particulas metalicas en multiples reas como son la
medicina, optica, electrénica y remediacion ambiental [4-10]. Sin embargo, los métodos
de sintesis fisicoquimicos rutinarios presentan muchas veces el inconveniente de requerir
altas cantidades de energia (presion, electricidad, temperatura) lo que dificulta su
escalamiento industrial, ademas de utilizar y/o generar ciertas sustancias toxicas en el
proceso que son dificilmente removibles en su totalidad [11,12], lo cual impacta de
manera importante tanto al ambiente como a su potencial aplicacion dentro de sistemas
bioldgicos.

13

BIOSINTESIS CONTROLADA DE NANOMATERIALES FUNCIONALES MEDIANTE EXTRACTOS NATURALES
PARA APLICACIONES BIOMEDICAS



INTRODUCCION

Es por ello que en Gltimas fechas se han venido desarrollando nuevos métodos de sintesis
de nanoparticulas metalicas utilizando procedimientos biotecnoldgicos, mediante el uso
de microorganismos [13-15] y plantas para la sintesis de NP’s [16-19]. Con base en esta
perspectiva ecoamigable y biocompatible este trabajo explora la sintesis biogéenica de
nanoparticulas de cobre, platay oro (CuNP’s, AgNP’s y AuUNP’s) desde una metodologia
de quimica verde, empleando extractos selectivos obtenidos a partir de biomasa de Agave
potatorum, la cual es una planta mexicana xerofita. Es importante mencionar que dentro
el género Agave se han identificado diversos compuestos que son importantes para hacer
mas eficiente la sintesis de bionanomateriales, entre ellos: sapogeninas, fructanos,
compuestos fenolicos y terpenoides [20-25], los cuales presentan también importantes
propiedades farmacoldgicas como por ejemplo actividad antiinflamatoria, analgésica,
ulceroproctectiva y gastroprotectora entre otras [26-28].

Como se menciond anteriormente, una linea de investigacion muy importante para la
aplicacion nanotecnoldgica se encuentra en el area de medicina, mediante el disefio de
nanomateriales o nanodispositivos precisos y eficientes a nivel molecular que solo
ataquen objetivos especificos, dejando intactas las células sanas de los tejidos adyacentes.
Con este fin se busca disefiar este tipo de dispositivos, los cuales puedan interactuar con
moléculas receptoras presentes en la superficie de membranas y por lo tanto ejercer su
funcion a una escala de nivel celular (10 a 100 um), por ello es necesario que las
estructuras y tamafio de estos dispositivos sean desarrollados y manipulados de forma
meticulosa, para lo cual resulta indispensable el uso de tecnologias microscopicas como
lo es la nanotecnologia.

Dentro de las enfermedades que afectan al ser humano, uno de los retos méas grandes que
tenemos como una patologia que afecta la salud y la calidad de vida de millones de

personas actualmente es el cancer, enfermedad que surge por diversos factores
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ambientales y genéticos que ocasionan cambios celulares dafiinos con la consecuente
proliferacion celular desmedida de estas células malignas, lo cual se traduce en la perdida
de la funcionalidad de érganos y tejidos y la muerte del paciente cuando no es detectado
en sus primeras fases. Tanto por la progresion de la enfermedad, como sus caracteristicas
de diseminacién, asi como el elevado costo y agresividad de sus tratamientos, el cancer
ocasiona terribles impactos econdémicos y fisicos en los pacientes que lo padecen, muchas
veces practicamente devastando la calidad de vida de los mismos y sus familias.

El cancer es la principal causa de muerte a nivel mundial, con mas de 10 millones de
casos cada afio [29], existiendo s6lo en 2012 14 millones de nuevos casos y 8.2 millones
de muertes relacionadas con el cancer [30]. Las estimaciones sefialan que los nuevos
casos van a aumentar un 70% en los proximos 20 afios; siendo mas frecuentes en el
hombre el cancer en de pulmon, préstata, colon y recto, estdmago e higado; mientras que
en la mujer los tipos de cancer mas comunes son los de mama, colon y recto, pulmon,

cuello uterino y estomago [31]:

1. pulmonar (1,59 millones de defunciones);
2. hepético (745 000 defunciones);

3. gastrico (723 000 defunciones);

4. colorrectal (694 000) defunciones;

5. mamario (521 000 defunciones);

6. cancer de esofago (400 000 defunciones).

El cancer como tal puede afectar cualquier tejido del organismo y puede migrar desde el
sitio de inicio a nuevas zonas u 6rganos, proceso conocido como metastasis; la invasion

de nuevos tejidos y proliferacion de las células cancerosas son la principal causa de la
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muerte de los pacientes (Fig. 1). En la actualidad las nuevas tecnologias han dado lugar a
una comprension mas completa de cancer a niveles genéticos, moleculares y celulares que

proporcionan nuevos objetivos y estrategias de tratamiento [32].

{'}{'}DDDE}
| T

Mutaciones sucesivas Perdida dela
inhibicidn por contacto
y proliferacion de la
célula cancerosa

Proliferacion
desmedida de las
* células cancerosas

Metastasis y
* formacion de

Angiogénesis y entrada a
nueyos tumones giog y

vasos sanguineos

Figura 1. Desarrollo y evolucion del cancer en lo general

Sin embargo, estos avances no se han traducido efectivamente en éxito. Por ejemplo, la
eficacia de muchos medicamentos contra el cancer esta limitada debido a la imposibilidad
de llegar al sitio daflado en concentraciones suficientes para ejercer el efecto
farmacologico sin causar lesiones irreversibles no deseadas a las células y tejidos sanos
adyacentes [33].

Por esto, con el fin de mejorar las terapias actuales, la medicina tiene una gran ventana

de oportunidad en la nanotecnologia, mediante la cual se han logrado sintetizar diversos
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nanomateriales utilizando una amplia variedad de métodos, siendo uno de los maés
rutinarios la sintesis mediante reduccion quimica, pero en muchos de los casos
manipulando sustancias téxicas como agentes reductores, entre ellos el
sulfato de tetrakis (hidroximetil) fosfonio (THPS), hidroxilamina, borohidruro de sodio,
por citar algunos ejemplos, utilizando en ocasiones en el proceso agentes estabilizantes
no biodegradables por lo cual varios de estos procedimientos de sintesis son
potencialmente dafiinos al ambiente y a los sistemas bioldgicos, sin mencionar también
que algunos métodos de sintesis requieren altas cantidades de energia en el proceso,
dificultando asi su escalamiento industrial.

Es por ello que el desarrollo de procedimientos para la sintesis de NP’s mas “amigables”
con el medio ambiente y la salud humana es otra oportunidad que debe aprovecharse
integrando la llamada “quimica verde” junto con la nanociencia para crear una
“nanociencia verde” [34, 35] que nos proporcione el uso sustentable e inocuo de estas
particulas nanomeétricas, siendo prioritario el desarrollo de tecnologias méas ecologicas
para la sintesis y ensamblaje de nanoparticulas, mediante nuevos métodos de sintesis.
Estudios recientes sobre esta sintesis de nanoparticulas estdn siendo actualmente
desarrollados con la finalidad de evitar la manipulacion o generacidn de sustancias toxicas

en la sintesis de estos materiales nanométricos. Esta aproximacion se aborda desde tres

puntos principales:

1. Laseleccion del medio o solvente no tdxico biocompatible.
2. Laseleccion de agentes reductores inocuos al ambiente.

3. Laseleccion de sustancias no toxicas para estabilizar las NP’s.
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Con este fin se han hecho estudios utilizando distintos entes biologicos, desde
microorganismos (bacterias, hongos, algas) asi como extractos vegetales (plantas
xerofitas, mesofitas e hidrofitas) [36]. Se sabe que, a pesar de su simplicidad, los
microorganismos han desarrollado estrategias altamente especializadas para poder
coexistir con diversos minerales y metales en los distintos ambientes donde se han
desarrollado a lo largo de millones de afios de evolucion. Para el caso de bacterias, se han
empleado especies como Escherichia coli, Pseudomonas stutzeri, Psedudomonas
aureginosa, entre otros, mediante las cuales se han logrado sintetizar nanoparticulas de
oro, plata, paladio y selenio [37-39]; del mismo modo microorganismos de tipo
eucaridtico como algas y hongos, han sido también utilizados favorablemente para
sintetizar nanoparticulas de antimonio, oro y plata [40-42]. En esta vertiente, dentro de
los géneros flngicos mas importantes podemos mencionar Penicillium, Aspergillus,
Verticillium, Trichoderma, Fusarium, entre otros [43,44].

La otra gran rama de la “quimica verde” que se ha desarrollado con resultados
prometedores es la sintesis de nanoparticulas mediante el uso de extractos vegetales,
generando mayores rendimientos en menor tiempo, ademas de que los extractos contienen
maultiples metabolitos secundarios que intervienen en los mecanismos de reduccion
metalica. Mediante esta técnica, usando plantas o sus extractos se han sintetizado
nanoparticulas de plata, oro, niquel, cobalto, zinc y cobre, por un lado, disminuyendo los
tiempos de sintesis y por otro llevando a cabo la reaccion a bajas temperaturas, lo cual
tiene importantes implicaciones tanto en su impacto ambiental como en ahorro de energia.
Entre las plantas que mas se han estudiado para esta “sintesis verde” podemos mencionar
Brassica juncea (mostaza), Medicago sativa (alfalfa), Heliantus annus (girasol),
Bryophyllum sp. (kalanchoe), Magnolia kobus, Mentha piperita (menta), Azadirachta

indica (neem) entre otras [45-48].
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Siguiendo esta técnica de sintesis mediante extractos vegetales y tomando en cuenta que
en nuestro pais existen varios géneros botanicos sobresalientes, uno de los cuales es el
género Agave, del cual cabe sefialar que no existe a la fecha reporte alguno de su uso en
la sintesis nanotecnoldgica, decidimos explorar sus capacidades para esta finalidad. Gran
parte de las especies del género Agave son endémicas de México, existiendo mas de 200
especies reportadas y varias de ellas con diversos usos tradicionales y ancestrales [49,
50], asi como de gran importancia econdémica en la elaboracion de bebidas alcohdlicas
(mezcal, pulque, tequila, sotol, etc.), lo cual proporciona una amplia cantidad de biomasa
disponible como subproducto. EI género Agave comprende plantas de naturaleza xerdfita,
resistentes a mdaltiples plagas y enfermedades, asi como a condiciones ambientales
adversas. Fitoquimicamente se sabe que algunos de los compuestos presentes en varias
especies de agave son los terpenos y flavonas, los cuales se han identificado como algunos
de los compuestos responsables de la formacion de nanoparticulas mediante extractos
vegetales de otras especies de plantas, hablando mas especificamente estos compuestos
han sido identificados en especies de agave como son: A. salmiana, A. angustifolia, A.
duranguensis, A. karwinsky y A. victoria-reginae [51, 52]. Por todas estas caracteristicas
este género vegetal resulta interesante para su aplicacion en el proceso de sintesis verde

de nanoparticulas.
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CAPITULO 2.

ANTECEDENTES

2.1.  Caracteristicas de las Nanoparticulas (NP’s)

Las nanoparticulas son de gran interés en multiples campos de la ciencia y la tecnologia,
por sus diversas aplicaciones en areas como la catélisis, electrénica, fotonica, magnetismo
y biologia molecular, esto debido a que su minasculo tamafio y disefio dirigido les
confieren propiedades Unicas y precisas, lo cual es en gran medida gracias a la amplia
area superficial que poseen en sus estructuras. Frecuentemente son consideradas como
atomos artificiales debido a sus propiedades fisicoquimicas Unicas [53-56], las
investigaciones y el avance en la manipulacion de los procesos de sintesis han permitido
dirigir la formacion de estas estructuras para aprovechar sus propiedades y “programar”
asi su forma para cumplir funciones especificas en diversas disciplinas. El ensamblado
modular de estos atomos permite potencializar sus propiedades Unicas de acuerdo con
diferentes necesidades tecnoldgicas. Muchas de estas propiedades pueden controlarse,
cambiando la forma, el tamafio o la funcionalizacién de la superficie de la nanoparticula
en cuestion, sin que exista la necesidad de llevar a cabo cambios en la composicion del
material en si mismo. La técnica que se ha empleado ampliamente para la sintesis de
nanoparticulas es la quimica hiimeda, la cual ha proporcionado NP’s de alta calidad a
partir de metales como plata, oro y 0xido de hierro [57-60]. Uno de los elementos clave
en el proceso de la formacion de las NP’s es lograr manipular adecuadamente las
condiciones de sintesis para asi controlar la morfologia y las propiedades de las
estructuras nanomeétricas creadas segun la aplicacion que se requiera, por otro lado, otro

de los factores clave es lograr la estabilizacion de las NP’s, para que se mantengan segun
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el disefio creado en sus caracteristicas de forma y tamafo durante el tiempo adecuado o

en su almacenamiento.

2.2. Clasificacion de la sintesis de nanoparticulas segun la naturaleza del método
de sintesis utilizado
Existen diferentes métodos que se han empleado tradicionalmente para la sintesis de
NP’s, mediante los métodos de “Abajo hacia arriba” cuando se parte de la agregacion
de atomos y de “Arriba hacia abajo” cuando se parte de la disgregacion de solidos hasta
moléculas muy pequefias [61, 62], sin embargo dentro de estos métodos existe otra
clasificacion, que nos permite agrupar los métodos de sintesis de NP’s en tres categorias,
métodos fisicos, métodos quimicos, métodos fisico-quimicos y recientemente los

métodos bioldgicos.

A) Sintesis de nanoparticulas mediante métodos fisicos
Entre los métodos fisicos mas utilizados para la sintesis de NP’s se encuentran las
siguientes metodologias:

- Molienda mecanica, la cual se basa en molinos ultraeficientes los cuales parten de
un material en bulto (macroscépico) el cual lo van disgregando hasta formar
nanopolvos ultrafinos los cuales contienen el mismo material del que se parti6
pero en dimensionalidad reducida [63],

- Ablacion laser, la cual es una técnica donde se generan nanoparticulas a partir de
un material vaporizado mediante un laser que genera nucleacién y crecimiento de
la especie en cuestion en un entorno gaseoso, el enfriamiento extremadamente
veloz del vapor generado permite la sintesis de nanoparticulas del alta pureza y

rango cuantico (< 10 nm) [64].
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- Sintesis sonoquimica, el cual es un metodo que genera interacciones de alta
energia con temperaturas y presiones localizadas muy altas, la técnica
sonoquimica se origina principalmente de cavitaciones acusticas: la formacion,
crecimiento y colapso implosivo de burbujas en liquidos, de esta forma cuando
las soluciones son sometidas a irradiacion ultrasonica potente, las burbujas
colapsan implosivamente por los campos acusticos, las condiciones extremas en
estos “puntos calientes” han sido determinadas experimentalmente, con
temperaturas itinerantes de ~5000 K, presiones > 1800 atm y rangos de
enfriamiento de 1010 K/s. Los productos generados son en algunos casos

nanoparticulas amorfas y en otros casos nanoparticulas cristalinas [65]

B) Sintesis de nanoparticulas mediante métodos quimicos
La sintesis de NP’s mediante métodos quimicos es ampliamente utilizada debido a que se
trata de técnicas mas simples y eficientes, en general se basan en la reduccion quimica
empleando agentes reductores organicos e inorganicos y la especie que se pretende
reducir. Entre estas técnicas tenemos las anteriormente mencionadas en los métodos de
“Abajo hacia arriba” como son: Método coloidal, método de sintesis solvotermal, método
de reduccidn fotoquimica y radioquimica, método electroquimico y método de sol-gel. El
control de la forma y tamafio de las NP’s se logra manipulando las concentraciones del

agente reductor, el medio o solvente y el precursor metalico [63].

C) Sintesis de nanoparticulas mediante métodos bioldgicos
Algunos de los problemas con los métodos fisicos y quimicos para la sintesis de NP’s son

entre otros:
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e Equipos costosos en algunos métodos
e Costos prohibitivos para su escalamiento industrial

e Emplean agentes toxicos para los humanos y el ambiente

Por ello existe una creciente necesidad de métodos alternativos para la sintesis de NP’s
mediante métodos que sean compatibles con la ecologia y el ambiente (quimica verde),
lo cual ha conducido a nuevas metodologias empleando plantas y microorganismos para

la sintesis de NP’s.

C.1. Uso de bacterias para la sintesis biologica de NP’s:

La habilidad de las bacterias para interactuar con diferentes compuestos y metales se ha
estudiado desde hace tiempo, entendiéndose como una capacidad que han desarrollado
los microorganismos para evitar la toxicidad de iones metalicos en su entorno, existiendo
incluso bacterias como Magnetospirillum que mediante inclusiones de metales en su
citoplasma puede desplazarse por magnetotaxis [66]; se ha demostrado que varios
géneros bacterianos son capaces de producir intra y extracelularmente NP’s de oro, plata,
cadmio, hierro, magnetita y zinc [67].

Los mecanismos que llevan a cabo las bacterias para la sintesis de NP’s son sistemas de
transporte, alteracion de la solubilidad y alteracion de la toxicidad via reduccion u
oxidacidn, bioacumulacién, acomplejamiento extracelular, bioabsorcién y precipitacion
de metales [67]. Entre algunos de los generos y especies bacterianas mas importantes que
se han utilizado son: Aeromonas sp., Klebsiella pneumonia, Lactobacillus sp.,
Pseudomonas stutzeri, Corynebacterium sp., Enterobacter cloacae, Rhodococcus sp.,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Rhodopseudomonas capsulate, Desulfovibrio

desulfuricans [68-72] entre otras.
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Bacteria ‘ NP Tamanfo (nm) Forma de la NP

Rhodococcus Au 5-15 esférica

Escherichia coli Au 20-30 triangulos, hexadgonos
Cd/Te 2.0-3.2 esférica

Rhodopseudomonas Au 10-20 esférica

capsulate

Bacillus cereus Ag 4-5 esférica

Enterobacter sp. Hg 2-5 esférica

Desulfovibrio Pd 50 esférica

desulfuricans

Tabla 1. Algunas bacterias que sintetizan NP’s y caracteristicas de la particula sintetizada [68-72].

C.2. Uso de hongos para la sintesis biologica de NP'’s:

Estudios recientes han demostrado que mediante distintos géneros de hongos se pueden
producir NP’s de dimensiones bien definidas, entre las cuales tenemos NP’s de plata,
plomo, cadmio y oro. Debido a que se trata de células eucaridticas y por tanto presentan
un metabolismo mas complejo que las bacterias (procariotas), los hongos tienen una gran
cantidad de enzimas y proteinas disponibles lo cual contribuye a la produccién de
mayores rendimientos de NP’s. El rango de tamafio y velocidad de formacion de las NP’s
se ha logrado controlar mediante el ajuste de las condiciones del medio de cultivo: pH,
temperatura, concentracion del metal y tiempo de exposicion. Dentro de los géneros y
especies mas representativos que se han estudiado para la sintesis de NP’s podemos
mencionar Verticillium sp., Schizozaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisae,
Cladosporium cladosporioides, Penicilium sp., Rhizopus oryzae, Fusarium sp.,

Aspergillus sp., Trichothecium sp., Trichoderma sp., entre otras [73-77].
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Tamanfo (nm) Forma de la NP
Trichoderma esférica
Aspergillus flavus Ag 8.92+1.61 esférica
Aspergillus fumigatus Ag 5-25 esférica
Verticillium sp. Ag 2518 esférica
Fusarium oxysporum Au, Au/Ag 32, 20-50 esférica
Neurospora crassa Pd 50 esférica

Tabla 2. Algunos hongos que sintetizan NP’s y caracteristicas de la particula sintetizada [73-77].

C.3. Uso de plantas para la sintesis biologica de NP’s:

La sintesis de NP’s mediante el uso de plantas 0 Sus extractos presenta ventajas
importantes con respecto a la sintesis mediante el uso de microorganismos, entre estas
ventajas tenemos que la metodologia es sencilla, la velocidad de sintesis es elevada, es
un método econdmico, presentan una gran cantidad de metabolitos secundarios que
potencian la reduccion, es una sintesis compatible con el ambiente y potencialmente
escalable a procesos industriales. NP’s de cobre, zinc, plata, cobalto, niquel, paladio y
platino, han logrado ser sintetizadas mediante el uso de extractos de diversas plantas, en
estos extractos se han identificado varios compuestos fitoquimicos responsables de los
procesos de reduccion de los iones metélicos, entre estos compuestos se encuentran los
terpenoides, flavonas, cetonas, aldehidos, amidas y &cidos carboxilicos, detectados
mediante estudios de espectroscopia infrarroja.

Segun su adaptacion a las condiciones de sequia o disponibilidad de agua, las plantas se
clasifican en xerdfitas (ambientes secos), mesofitas (ambientes con humedad media) e
hidrofilas (ambientes con humedad elevada), para el caso de las plantas xerofitas, se ha
encontrado que contienen emodina, una antraquinona que puede ser responsable de la

formacion de nanoparticulas; con respecto a las plantas mesofitas, se han encontrado
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presentes tres tipos de benzoquinonas las cuales llevan a cabo un papel importante en la
sintesis de NP’s; por ultimo en las plantas hidroéfitas se han identificado compuestos como
catecol y protocatecaldehido que son las sustancias que intervienen en la sintesis de NP’s.
El tamafo de las nanoparticulas sintetizadas usando plantas xerdéfitas, mesofitas e

hidrofitas se encuentran en el rango de 2-5 nm [78-81].

Planta NP Tamaio (nm)  Forma de la NP

Medicago sativa Auy Ag 20-40 Esférica y triangular
Ti/Ni (bimetélica) | 2-6 Principalmente esférica
Zn 2-5.6 Esférica
Avena sativa Au 25-85 Esférica
Azadirachta indica Ag, Auy Au/Ag 50-100 Esférica
(bimetélica)
Aloe vera Ag 15-15.6 Esférica
Emblica officinalis Auy Ag 15-25y 10-20 Principalmente esférica
Cinnamomum Auy Ag 55-85 Principalmente esférica
camphora
Capsicum annum Ag 16-40 Principalmente esférica
Tamarindus indica Au 20-40 Principalmente esférica
(hoja)

Tabla 3. Algunos extractos de plantas que han sido utilizados para la sintesis de NP’s y
caracteristicas de la particula sintetizada [78-81].

2.3. Uso de la nanotecnologia en biomedicina

Las aplicaciones de las nanoparticulas estan adquiriendo actualmente un gran interés
especialmente en el area biologica, en particular dentro de la rama de la medicina, ya que
nanoparticulas y nanomateriales de distintos tipos son objeto de estudios tanto para el
diagndstico asi como para el combate de enfermedades, mediante su aplicacion para
técnicas de marcaje celular, transporte de farmacos, monitoreo e hipertermia por citar
algunos ejemplos.
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2.3.1 Transporte de f&rmacos mediante NP’s

Existen actualmente avances con NP’s de oro para el transporte de farmacos
aprovechando las propiedades biocompatibles de este metal noble ademas de sus

propiedades de funcionalizacion [82, 83].

Estudios recientes han demostrado la capacidad de las NP’s de oro de liberar farmacos
de manera controlada mediante energia infrarroja, ademas observandose que las NP’s de

diferente forma responden a distintas longitudes de onda en el espectro infrarrojo [82].

2.3.2. Marcado celular mediante NP’s

Los estudios donde se requiere de marcar células especificas aprovechan las propiedades
de las NP’s para absorber electrones y aprovechar asi esta caracteristica como agentes de
contraste que generen imagenes en TEM, en este caso las NP’s de oro presentan una fuerte
absorcidn de electrones [83, 84]. Otra de las caracteristicas interesantes de las NP’s es la
de su tamafio, ya que comparten rangos de tamafio con proteinas y biopolimeros que

pueden ser marcados para su seguimiento en procesos celulares [85].

2.3.3. Biosensores mediante NP’s

Las NP’s tienen el potencial de ser utilizadas mediante su bioconjugacion con polimeros
bioldgicos y su soporte en biomateriales con el fin de desarrollar biosensores electronicos
u Opticos. En particular se ha visto que metales como el oro y la plata exhiben bandas de
absorbancia de plasmon en la region visible que depende del tamario de cada NP, ademas
sus propiedades oOpticas pueden cambiar al ser enlazadas a ciertas biomoléculas

permitiendo la deteccion y cuantificacion del algin analito de interés [86].
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2.3.4. Nanoparticulas metélicas con actividad anticancerigena

El desarrollo de dispositivos de una estructura precisa en escala nhanométrica es una
importante &rea de investigacion que en el caso de la medicina tiene gran potencial como
un mecanismo eficiente de transporte y depdsito o anclaje en las células tumorales que se
desean combatir. Estas nanoestructuras funcionan como una herramienta innovadora para
el diagnostico y tratamiento del cancer mediante nuevos agentes para imagenologia o
nanodispositivos capaces de traspasar las barreras bioldgicas hasta el sitio de accion
requerido para depositar algin agente farmacoldgico directamente en las células
cancerosas Yy tejidos malignos, evitando o controlando la metéstasis y eliminando las
células malignas en el proceso. La investigacion nanotecnoldgica actualmente genera
herramientas importantes para diagnosticar y tratar enfermedades que causan un gran
ndmero de muertes anualmente como lo es el cancer. Con este fin se han utilizado
nanoparticulas (NP’s), en particular de metales nobles como oro y plata por su
versatilidad en aplicaciones como ensayos de diagndstico [87,88], ablacion termal y
amplificacion de radioterapia [89-92], asi también como transportadores de farmacos y
terapia génica [93-96]. Otra aplicacion que se estudia con estas NP’s es su funcion como

nanotransportadores no toxicos de farmacos [97-99].

Existe también el uso reciente de NP’s dentro de la terapia génica blogueando ciertos
genes “silenciandolos”; se ha demostrado que AuNP’s unidas a oligodeoxinucleétidos de
una sola cadena pueden proveer regulacion génica eficiente sin efectos tdxicos a las
concentraciones manipuladas [100].

Existen también diferentes tipos de nanoparticulas metalicas que se han utilizado para
convertir energia en calor mediante estimulacién magnética o infrarroja [101].
Nanoparticulas de hierro y oro se han probado favorablemente para combatir cancer
cerebral, cuello y prostata [102]. Las propiedades de superficie y funcionalidad de las
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AuNP’s se han aprovechado para el transporte de farmacos en la superficie de ciertas
células tumorales [103].

Sin embargo, para poder utilizar las NP’s ¢l principal reto es desarrollar un sistema, capaz
de circular en la sangre sin ser detectados por el sistema inmune, reconocer el objetivo
deseado, dirigirse a las células cancerosas blanco y realizar la dispersion focalizada del
farmaco [103] o mediante estrategias génicas de silenciamiento de genes disminuyendo
los dafos celulares al minimo. Ademas, para su uso médico las NP’s deben ser
sintetizadas a partir de una técnica sencilla que permita funcionalizar su superficie, con
diversos anticuerpos, péptidos, y/o ADN/ARN para atacar especificamente a ciertos
blancos celulares [104-106].

Como se ha comentado también actualmente existe el inconveniente de que los métodos
de sintesis de NP’s involucran la mayoria de las veces el uso de sustancias altamente
toxicas, disminuyendo la posibilidad de aplicacion en las areas bioldgicas. Ante esta
necesidad, se han venido desarrollando una serie de técnicas agrupadas bajo el concepto
de nanotecnologia verde, proponiendo para la obtencion de nanoparticulas (NP’s), el uso
de materias primas naturales que no generen subproductos toxicos, y la biosintesis,
representa una opcion viable para tal fin, al ser mas facilmente escalables a un menor

costo en comparacion a las rutas quimicas.

2.4. Sintesis de nanoparticulas a partir de metabolitos presentes en extractos

vegetales

Como se ha comentado con anterioridad, existe una creciente necesidad de contar con
métodos de sintesis de NP’s que sean inocuos con el ambiente, asi como de uso seguro
en animales y humanos, es por ello que la “quimica verde” surge como una alternativa

para que en conjunto con la nanotecnologia den paso a una “nanotecnologia verde” [107]
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que permita el disefio y manipulacion de NP’s “bioseguras” en sistemas bioldgicos, el
ambiente y ademas que en su proceso no generen o0 empleen sustancias o residuos toxicos
de dificil disposicion. Uno de los métodos que se esta estudiando actualmente para la
sintesis de nanoparticulas es la sintesis mediante métodos bioldgicos, esto se logra
mediante el uso tanto microorganismos como plantas, de ambas posibilidades se ha
observado que la sintesis de NP’s a partir de extractos vegetales presentan grandes
ventajas sobre la sintesis de NP’s utilizando microorganismos, como: velocidad elevada
de sintesis, una amplia cantidad de metabolitos disponibles para realizar la reduccion,
obtencion y manejo sencillo de los extractos vegetales, solventes y compuestos amigables
con el ambiente y muy baja o nula toxicidad de los extractos vegetales y por tanto en el
proceso de biosintesis. De seis afios a la fecha, mdltiples extractos vegetales se han
probado para la sintesis de nanoparticulas metalicas, con resultados variables tanto por el
metal utilizado, como en la morfologia y tamafio de las nanoparticulas generadas,
diferencias ocasionadas por los multiples metabolitos presentes en los distintos extractos
vegetales que han sido empleados, incluso existiendo variaciones al utilizar distintas
partes de una misma planta, ya que esto impacta en las concentraciones de los metabolitos
presentes. Debido a estas caracteristicas y la gran cantidad de compuestos quimicos
presentes en muchas especies de plantas, el potencial que tiene este tipo de sintesis para
ser explotada y mejorada es muy extenso. Algunos ejemplos de este tipo de sintesis se

enlistan en la tabla 4.
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Nanoparticula

Tamario

(hm)

Medicago sativa | Alfalfa Auy Ag 20-40 Torresday et al., 2002
Ti/Ni (bimetélica) | 2-6 Schabes-Retchkiman
Zn 2-5.6 et al., 2006

Avena sativa Avena Au 25-85 Armendariz et al.,
2004

Azadirachta Neem Ag, Au y Au/Ag | 50-100 Ripathi et al., 2009

indica (bimetalica)

Emblica Amalaki Auy Ag 15-25y 10- | Ankamwar et al.,

officinalis 20 2005

Cinnamomum Alcanfor Auy Ag 55-85 Huang et al., 2007

camphora

Capsicum Chile Ag 16-40 Shikuo et al., 2007

annum

Tamarindus Tamarindo | Au 20-40 Shanker et al., 2004

indica (hoja)

Pelargonium Geranio Ag 16-40 nm | Shankar et al., 2003

graveolens

Aloe vera Agy Au 15.2 £ 4.2 | Chandran et al., 2006

nm

Coriandrum Cilantro Au 6.75-57.91 | Badrinarayanan et al.,

sativum nm 2008

Carica papaya | Papaya Ag 60-80 nm | Mude et al., 2009

Parthenium Escobilla Ag 52-80 nm | Parashar et al., 2009

hysterophorus

Sesuvium Verdolaga | Ag 5-20 nm Philip, 2002

portulacastrum | costera

Tabla 4. Algunos extractos de plantas utilizados para sintetizar NP’s y tamafios de la particula
sintetizada.

Dentro de la composicion de estos extractos vegetales se ha identificado que los
metabolitos responsables de la reduccion de iones metélicos en la sal precursora con la
consecuente formacion de las NP’s son los terpenoides, cetonas, aldehidos, amidas,
polifenoles, azucares, alcaloides, proteinas, acidos carboxilicos y/o benzoquinonas [108].
Los terpenoides son un grupo de polimeros organicos sintetizados en las plantas a partir
de unidades isoprenicas de 5 carbonos, estos compuestos poseen una alta capacidad

antioxidante (Fig. 2).
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Terpenos

Retinol (diterpenoide)
HsC CHs CHs CHs

\\\\OH

CHs

Humulona (Sesquiterpenoide)

OH O

Figura 2. Estructura general de algunos terpenos

Por otra parte los flavonoides comprenden un grupo amplio de compuestos polifendlicos
que tienen como caracteristica poseer dos anillos arométicos unidos por medio de tres
atomos de carbono (Fig. 3), se pueden dividir en; flavonas, isoflavonas, antocianidinas,
flavanoles, flavanonas y flavonoles; estos compuestos poseen una actividad antioxidante
principalmente debido a los grupos hidroxilos presentes en su estructura; este grupo de
compuestos contienen varios grupos funcionales que son los responsables de la formacién

de las NP’s,
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Polifenoles

Acidos fendlicos Flavonoides Estilbenos Lignanos

Isoflavonas

O

| OH

Antocianidinas

Flavonoles Flavanonas

Figura 3. Estructura general de algunos polifenoles

Se ha postulado que los cambios tautoméricos de la forma endlica a la forma cetdnica
liberan un 4tomo reactivo de hidrogeno que puede reducir los iones metalicos a su forma
de NP’s. También existen investigaciones que apuntan que los azucares presentes en los
extractos vegetales pueden inducir la formacion de NP’s; se sabe que la glucosa puede
actuar como un agente reductor. Multiples estudios también han sefialado que las NP’s se
encuentran frecuentemente asociadas a proteinas en los extractos vegetales, dentro de las
proteinas se ha observado que distintos aminoacidos tienen diferentes capacidades para
actuar como agentes reductores. Se dice que en general existen tres fases para la sintesis

de NP’s mediante el uso de extractos vegetales [109] (Fig. 6):

A) La fase inicial donde ocurre la reduccion de los iones metélicos y la subsecuente

nucleacion de los atomos metalicos, se puede decir que es una fase de
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“activacion”.

La fase intermedia o de ‘“crecimiento” donde las nanoparticulas metélicas
cercanas empiezan a agregarse espontdneamente para formar estructuras de
tamafos mayores (proceso de maduracion de Otswald), donde se forman
diminutos conglomerados de particulas contribuyendo a la estabilidad
termodinamica de las mismas.

La fase terminal o de “finalizacion” donde queda determinada la forma definitiva
de las nanoparticulas en esta etapa las NP’s adquieren la conformacion energética
mas estable. La duracion de esta fase determinara el crecimiento de la formacion
de nanoestructuras, para formar nanotubos, nanoprismas, nanohexahedros entre
otras estructuras [110]. La estabilidad proporciona a las NP’s en esta fase
dependera de los metabolitos presentes en el extracto y de la habilidad que tengan

para estabilizar la formacion e las NP’s.

Existen otros factores que determinan la sintesis de NP’s en extractos de plantas como

por ejemplo el pH del medio, el tiempo de reaccion la temperatura utilizada, y la

concentracion y potencial electroquimico del ion metalico en cuestion.
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Figura 4. Mecanismo posible para la sintesis biologica de NP’s mediante extractos vegetales
(NPM nanoparticula metalica)
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2.4.1. Relevancia de los extractos de Agave sp. para la sintesis de NP’s.

Dentro de la gran biodiversidad vegetal que tenemos en México, uno de los géneros de
plantas mas importantes es el género Agave, utilizado tradicionalmente para la
elaboracion de varios tipos de bebidas alcohdlicas como el pulque, mezcal, bacanora,
sotol, tequila, entre otras. La palabra Agave significa “noble” y el género que representa
engloba aproximadamente 200 especies, de las cuales el 75 % se encuentran en México
[49], siendo muchas de naturaleza endémica, por lo que se considera a nuestro pais como

su el centro de origen.
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2.4.1.1. Clasificacion taxonomica del género Agave

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida (Monocotiledoneas)
Subclase: Liliidae

Orden: Liliales

Familia: Agavaceae

Género: Agave

Subgénero: Agave

Seccion: Rigidae

2.4.1.2. Caracteristicas generales del género Agave

Se trata basicamente de plantas de tipo herbaceo y tejidos suculentos por lo cual son
resistentes a las condiciones xéricas. Sus hojas se encuentran dispuestas en forma de
roseta, generalmente con espinas en los margenes o “dientes” y una espina terminal. Su
inflorescencia emerge del centro de la roseta y puede ser en forma de espiga o ramificada,
cuyas flores crecen en estructuras denominadas umbelas emergiendo de los pedinculos
laterales [49-50].

Los agaves son plantas suculentas que utilizan dentro de sus bioprocesos el metabolismo
acido en crasulaceas (CAM) el cual es una adaptacion de las plantas xerdfitas para cerrar
sus estomas de dia evitando asi la evapotranspiracion y pérdida de agua y abriendo sus

estomas por la noche para absorber el CO> que requieren [111].
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Reproduccidén: Su forma de propagacion puede ser asexual (hijuelos) como sexual
(semillas).

Distribucion: Se distribuye en el continente americano, creciendo en zonas que
oscilan desde los 40 grados latitud norte hasta los 20 grados latitud sur. Desde el
norte se encuentra distribuido en zonas aridas y semiaridas de Estados Unidos y
México, posteriormente su distribucion baja de latitud a lo largo de las islas del
Caribe y en Sudamérica se encuentra distribuido en Venezuela y Colombia.

Usos: Los principales usos que tiene el género Agave son para la elaboracién de
bebidas mediante fermentacion alcohodlica, la obtencién de fibras textiles y la
obtencion de compuestos de tipo esteroidal. Tradicionalmente se ha empleado desde

hace muchos afnos con fines medicinales.

2.4.1.3. Compuestos con potencial reductor presentes en el género Agave

Se ha determinado en diversos estudios que existe una gran variedad de compuestos

presentes en las plantas pertenecientes al género Agave, muchos de estos compuestos

exhibiendo ademas un importante potencial de reductor. Dentro de estas investigaciones

se han identificado por ejemplo terpenos en A. tequilana weber var. azul [112], A.

salmiana y A. angustifolia [113]. Asi mismo, resultados del analisis fitoquimico de

extractos acuosos de A. sisalina demostraron la presencia de alcaloides flavonoides,

taninos, saponinas y glucosidos cardiacos [114]. Otras investigaciones han demostrado la

presencia de compuestos fendlicos y flavonoides en A. attenuata [115]. De esta forma

tenemos que en varias especies de agaves se han descrito compuestos fenolicos como

vemos a continuacion:
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Especie de Tejido Compuesto determinado
agave analizado

Agave Flores Compuestos fendlicos (3- Subramanian 'y Nair
americana O- glucosido de kaempferol) 1970
Hojas Compuestos fendlicos (Flavanonas Parmer et al. 1992
complejas)
Agave Hojas Compuestos  fenolicos  (flavanona, | Chen et al. 2009
sisalana flavonoles, homoisoflavonoides)
Hojas Compuestos fendlicos | Botura et al. 2013
(homoisoflavonoides)
Agave Rizoma Compuestos fendlicos | Tinto et al. 2005
barbadensis (homoisoflavanoides)
Agave Hojas Compuestos fendlicos (flavonoles) Almaraz-Abarca et al.
durangensis | adultas vy 2009
juveniles,
polen
Agave Hojas Compuestos fendlicos (flavonoles) Almaraz-Abarca et al.
asperrima adultas 2009
Agave Hojas Compuestos fendlicos  (flavonoles, | Almaraz-Abarca et al.
victoriae- adultas acidos fenolicos, flavonas, | 2013
reginae dihidroflavonoides)
complex
Agave Hojas Compuestos fenolicos (flavonoles) Almaraz-Abarca et al.
lechuguilla adultas 2013
Agave striata | Hojas Compuestos  fenolicos (flavonoles, | Almaraz-Abarca et al.
adultas flavonas, dihidroflavonoides, acidos) | 2013
fendlicos)
Agave Hojas Compuestos fendlicos (flavonoles) Almaraz-Abarca et al.
shrevei juveniles 2009
Agave Hojas Compuestos fenolicos | Morales-Serna et al.
tequilana adultas y | (homoisoflavanonas) 2010
tallo

Tabla 5. Algunas especies de agaves en las que se ha estudiado la presencia de compuestos fendélicos.

De la misma manera se han realizado diferentes investigaciones que han reportado la
presencia de compuestos del grupo de los terpenos identificados en varias especies del
género Agave, entre las cuales podemos mencionar: A. salmiana, A. angustifolia, A.

karwinski, A. cupreata y A. duranguensis.
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Especie de Tejido Compuesto determinado
agave analizado

Agave Hojas Compuestos terpénicos (Isotujol, Linalol, Pinocarveol, Terpinen-4-

salmiana var. ol, a-Terpineol, Mirtenol, Nerol, Carvona, Geraniol, Eugenol,

salmiana Cadineno, Cubenol, a —Bisabolol, Farnesol)

Agave Hojas Compuestos terpéenicos (Isotujol, Linalol, Mentol, Terpinen-4-ol, a-

angustifolia Terpineol, Nerol, Carvona, Geraniol, Eugenol, Cubenol, a —
Bisabolol, Farnesol)

Agave Hojas Compuestos terpénicos (Isotujol, p-Cimeno, Linalol, Mentol,

karwinsky Terpinen-4-ol, a-Terpineol, Nerol, Isogeraniol, Carvona, Geraniol,
Eugenol, Cubenol, o —Bisabolol, Farnesol)

Agave Hojas Compuestos terpenicos (Isotujol, Linalol, Pinocarveol, Mentol,

salmiana ssp. Terpinen-4-ol, a-Terpineol, Nerol, Isogeraniol, Carvona, Geraniol,

crassiispina Eugenol, Cubenol, o —Bisabolol, Farnesol)

Agave Hojas Compuestos terpénicos (Linalol, Pinocarveol, Mentol, Terpinen-4-

cupreata ol, a-Terpineol, Nerol, Carvona, Geraniol, Mirtanol, Eugenol,
Cadineno, a —Bisabolol, Farnesol)

Agave Hojas Compuestos terpénicos (Linalol, a-Felandreno, a-Terpineno, m-

duranguensis

Cimeno, p-Felandreno, Verbenol, Mentol, Terpinen-4-ol, a-
Terpineol, Mirtenol, Boneol, Piperitol, Isogeraniol, Citral, Nerol,
Carvona, Geraniol, Mirtanol, Eugenol, Cadineno, o —Bisabolol,
Farnesol)

Tabla 6. Terpenos presentes en especies de agaves mezcaleros (Santos et al. 2008)

2.4.1.4. Caracteristicas Agave potatorum

Dentro del género Agave existe una especie denominada Agave potatorum, esta especie
fue descrita en 1832 por Zuccarini, quien recopil6 la informacién sobre su forma de
crecimiento, medidas y morfologia. Gentry (1982) reuni6é bajo Agave potatorum a un
nimero altamente variable de plantas que crecen en los estados de Oaxaca y Puebla,
aplicando un concepto amplio para la especie [116].

Las plantas de Agave potatorum desarrollan una roseta muy proporcionada de hasta 80
cm de altura. Las hojas presentan una coloracion azulada-grisacea con una serosidad
sobre su superficie, con dimensiones de hasta 35 por 15 cm de ancho. Los bordes dentados
de las hojas son ondulados y presentan espinas de color marrén rojizo. Sus inflorescencias
crecen hasta 3,5 m de altura, produciendo pequefios bulbillos. Las plantas adultas pueden

Ilegar a 50 cm de diametro [116].
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Nombre cientifico: Agave potatorum Zucc.

Nombre comudn: Maguey de Mezcal, Maguey Mezcalero, Tobala
Familia: Asparagaceae

Orden: Asparagales

Subclase o clase: Liliidae

Epoca de floracion: Septiembre a diciembre

Distribucion: Puebla y Oaxaca

Figura 5. Planta adulta de Agave potatorum de 10 afios de edad utilizada para este estudio.
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CAPITULO 3.

JUSTIFICACION

El avance actual de la nanotecnologia ha permitido la sintesis de multiples materiales de
dimensionalidad reducida, asi como de diferente composicion y morfologia. Esta gran
variedad de nanomateriales disponibles con propiedades especiales ha permitido su
aplicacion en diversas areas de la ciencia y tecnologia.

Este progreso importante de la nanotecnologia ha permitido la sintesis de nanomateriales
de distintas caracteristicas y elementos: semiconductores, metalicos, cerdmicos, basados
en carbono, poliméricos, entre otros, gracias a las técnicas avanzadas de sintesis que se
estan implementando en grupos de investigacion a nivel mundial. Sin embargo cada vez
se requieren estandares mas altos en cuanto a la fabricacion de estos nuevos materiales,
ya que aunado a la nanoescala y propiedades especiales que deben presentar, actualmente
una gran preocupacion a nivel internacional en el desarrollo de estos procesos es la
ausencia de subproductos toxicos que puedan contaminar el ambiente, ademas de que la
ausencia de residuos no deseados anclados a las nanoparticulas sintetizadas es un factor
de suma relevancia para su aplicacion en sistemas biolégicos.

Precisamente una de estas disciplinas con mayor potencial e importancia para la
aplicacion de estos nanomateriales bioseguros es el area de la Biomedicina, mediante el
uso de NP’s metalicas, como apoyo para diagndstico y tratamiento en algunas
enfermedades de gran importancia a nivel mundial, como lo es el cancer. Es por esto que
las tecnicas de sintesis mediante la “quimica verde” son una interesante opcion, en
particular utilizando extractos de plantas, estas técnicas se proponen como una alternativa
de estudio en nuestro pais, ya que en México tenemos disponibles una gran variedad de
especies vegetales que contienen multiples metabolitos secundarios con un amplio
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potencial para la reduccion de metales y la conformacion de estructuras nanoméricas que
pueden ser investigadas para su aplicacion contra células cancerigenas por ejemplo.
Tomando en cuenta todas las anteriores consideraciones, la presente propuesta pretende
potencializar y afinar las técnicas de la nanotecnologia verde para la sintesis biogénica de
nanoparticulas metalicas funcionalizadas y biocompatibles, a partir de extractos de Agave

reductores para su potencial aplicacion en el area biomédica.

3.1. HIPOTESIS
La Biosintesis controlada de nanomateriales funcionales mediante extractos naturales

permitira ampliar sus aplicaciones en el area biomédica.

3.2. OBJETIVO GENERAL
Sintetizar nanoparticulas metalicas biogénicas y biocompatibles mediante extractos

vegetales para su potencial aplicacién biomédica

3.3. OBJETIVOS PARTICULARES
A) Determinar los extractos de Agave sp. con mayor potencial para la sintesis de

nanoparticulas metalicas.

B) Establecer las condiciones de sintesis para la obtencién de nanoparticulas
metéalicas por rutas biotecnolOgicas para obtener material estructuralmente estable

con composicion quimica definida a baja temperatura.

C) Realizar la caracterizacion nano-estructural de las diferentes nanoparticulas

sintetizadas.

D) Evaluar mediante pruebas In vitro la potencial aplicacion biomédica de las

nanoparticulas sintetizadas.
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CAPITULO 4.

METODOLOGIA.

4.1. Extractos vegetales reductores

La preparacion de extractos selectivos de Agave potatorum se realizo a partir de biomasa
proveniente de hojas basales de plantas cultivadas de A. potatorum de diez afios de edad
y se utilizé tanto el extracto liquido como la fibra seca. Inicialmente las hojas de agave
fueron lavadas cuidadosamente con agua destilada y cortadas en pequefios trozos de
aproximadamente 10 g, posteriormente mediante fragmentacion de las hojas en una
licuadora industrial se obtuvo un primer extracto el cual fue posteriormente filtrado para
elaborar el extracto acuoso llamado Fx1 y el bagazo resultante de este proceso fue
sometido a desecado en un horno a 50 °C para posteriormente ser colocado en un equipo
Soxhlet de 350 mL donde fue sometido a extraccion etandlica caliente durante 5 ciclos
de reflujo llamado Fx2, posteriormente el extracto etandlico fue soportado en silica gel
dentro de una columna cromatografica y eluido posteriormente con hexano (Fig. 6)
Ilamado Fx3. Todos los extractos obtenidos fueron posteriormente almacenados en

frascos con cierre hermético a 4 °C hasta su utilizacion.

Figura 6. Metodologia general del procedimiento de obtencion de extractos.
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4.2. Sintesis biogénica de nanoparticulas de plata

La sintesis biogénica de nanoparticulas de plata se realizd utilizando una solucion acuosa
10mM de AgNOs (Sigma-Aldrich), a la cual se le agregaron respectivamente 2 diferentes
extractos provenientes del agave: Acuoso 4 mL (Fx1) y etandlico (Fx2) 4 mL, cada uno
por separado en reactores de 100 mL, en una proporcion de: 80% AgNOs — 20% Fx1,
80% AgNOs— 20% Fx2, manteniendo una temperatura constante de reaccion de 65°C y
agitacion hasta obtener un cambio de coloracion, virando de una solucién transparente a

café rojizo (Fx1 y Fx2), como indicador de la reduccion de los iones Agtt — AgP.

4.3. Sintesis biogénica de nanoparticulas de cobre

La sintesis biogénica de nanoparticulas de cobre se realizo utilizando una solucién acuosa
10mM de CuClz (Sigma-Aldrich), a la cual se le agrego extracto etanolico (Fx2) 4 mL,
en reactor de 100 mL, en una proporcion de: 80% CuClz — 20% Fx2, manteniendo una
temperatura constante de reaccion de 65°C y agitacion hasta obtener un cambio de
coloracion, virando de una solucion color verde militar a color verde esmeralda, como

indicador de la reduccién de los iones Cu?* — Cu®.

4.4. Sintesis biogénica de nanoparticulas de oro

La sintesis biogénica de nanoparticulas de oro se utilizando una solucién acuosa 1mM de
HAuCls (Sigma-Aldrich), a la cual se le agregaron respectivamente los diferentes
extractos provenientes del agave: Acuoso 2 mL, etandlico 2 mL y hexanico 8 mL, cada
uno por separado en reactores de 100 mL, en una proporcion de: 90% HAuUCIls— 10% Fx1,
90% HAuCls — 10% Fx2, 60% HAuUCIls — 40% Fx3 manteniendo una temperatura
constante de reaccion de 65°C y agitacion hasta obtener un cambio de coloracion, virando
de amarillo claro a violeta (Fx1 y Fx2) y virando a color rosa (Fx3), como indicador de

la reduccidn de los iones Au®t — AuC.

4.5. Caracterizacion de las NP’s sintetizadas
a) Analisis de espectroscopia UV-Vis: El seguimiento de la formacion y estabilidad
de las NP’s sintetizadas a partir de los tres metales (Au, Ag y Cu) se llevé acabo
inicialmente mediante espectroscopia UV-Vis (Espectrofotometro Perkin-Elmer
lambda 35), en un rango de longitud de onda de 190 — 900 nm con una resolucion
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de 1 nm, extrayendo alicuotas cada cierto tiempo hasta finalizar la reaccion,

procesando posteriormente los datos mediante el programa OriginLab.

b) Andlisis mediante TEM (Microscopia electronica de Transmision: La morfologia
de las NP’s sintetizadas a partir de los tres metales (Au, Ag y Cu), asi como los
analisis de TEM de alta resolucion y los patrones de Difraccion Electronica de
Area Seleccionada (SAED) fueron obtenidos mediante las imagenes generadas
mediante Microscopia Electronica de Transmision utilizando un microscopio
TEM JEM 2010 (JEOL) operando a un voltaje de aceleracion de 200 kV. Se
depositaron 2 ul de las muestras en rejillas de cobre con recubrimiento Formvar,

dejando evaporar el solvente a temperatura ambiente

c) Analisis de difraccion de Rayos X: Los analisis XRD fueron realizados en un

difractometro D8 Bruker Discover Series 2 operando con radiacion Cu Ka.

4.6. Ensayos de actividad citotoxica en cultivos celulares

Con la finalidad de evaluar la actividad citotoxica de las AuNP’s sintetizadas se realizo
la evaluacidon correspondiente en el Centro de Investigacién Oncoldgica de la Universidad
Popular Autdnoma del Estado de Puebla, utilizando el método MTT [117]. Este ensayo
se fundamenta en la reduccion metabdlica del compuesto Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, la reduccion es llevada a cabo por la enzima
succinato-deshidrogenasa dando origen a un compuesto azul (formazan), de modo que
es posible determinar la funcionalidad mitocondrial de cultivos celulares de la linea
A549 (Carcinoma pulmonar) y células PBM (mononucleares de sangre periférica),
incubando durante 24 horas en placas de cultivo celular multipocillos.

4.7. Pruebas quimicas para los extractos de Agave potatorum

Determinacion de flavonoides. 10 mg de quercitina se disolvieron en etanol al 80% y
posteriormente diluido a 25, 50 and 100 pug/mL. Las soluciones estandar (0.5 mL) fueron
mezcladas por separado con 1.5 mL de etanol al 95%, 0.1 mL de cloruro de aluminio al
10%, 0.1 mL de acetato de potasio 1M y 2.8 mL de agua destilada. Después de incubar
a temperatura ambiente por 30 min, la absorbancia fue leida a 415 nm. Los célculos se

realizaron por el método de Folin Ciocalteu. [118]

Determinacion de fenoles totales: El contenido de fenoles totales fue determinado por el

método Folin—Ciocalteu, con algunas modificaciones [119]. 100 ul del extracto a analizar,
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diluido con agua destilada o el estdndar de acido galico fueron mezclados con 500 ul del
reactivo Folin—Ciocalteu y 2 mL de solucion de carbonato de sodio al 10% y agua
destilada hasta un volumen final de 10 mL. La mezcla fue homogenizada e incubada por
30 min a temperatura ambiente. La absorbancia fue determinada a 750 nm contra el
blanco. Se utilizaron soluciones de acido galico (entre 0 y 100 ppm) para calibracion. Los
resultados fueron expresados como mg en equivalentes de acido gélico (GAEs) por 100
g de peso fresco (mg de GAEs/100 g de PF). [119]

Determinacion de polifenoles totales: Se prepararon 10 mL de disoluciones de
concentraciones crecientes de acido galico entre 0 y 16 ppm y Na;COs al 7.5%. Se
colocan 250 uL de cada disolucion proveniente del estandar de acido galico asi como
del sobrenadante procedente del extracto vegetal y se colocan en matraces aforados de
25 mL. A continuacion se agregaron 15 mL de agua destilada asi como 1.25 mL del
reactivo Folin-Ciocalteau, se mezcla bien y se deja reposar durante 8 minutos en
condiciones de oscuridad. A continuacion se agrega a cada matraz 3.75 mL de la
soluciéon de carbonato sddico al 7.5 % aforando posteriormente con agua destilada a un
volumen final de 25 mL. Por Gltimo se procede a homogeneizar los matraces y se
mantienen en oscuridad a temperatura ambiente por 2 horas, la absorbancia de las

muestras se lee a 765 nm. [120].

Determinacion de esteroles: Se utilizaron 50 mg de cada uno de los extractos los cuales
fueron disueltos en 25 mL de cloroformo homogenizando esta dilucion, posteriormente
se extrae 1mL de esta dilucion y se le adicionan 2 mL de reactivo Liebermann Burchard
y se afora en un matraz de 5mL completando el volumen con cloroformo. Esta mezcla se

deja reposar 5 min y se procede a medir su absorbancia. [121]

Determinacion de azucares reductores: Se prepararon soluciones de glucosa de
diferente concentracion mediante diluciones de una solucién madre de 1 g/L, a
continuacion se realiza el mismo procedimiento para la curva de calibracion con glucosa
como para la muestra de extracto como se detalla a continuacion, se coloca en tubos de
10 mL, 1 mL de cada extracto y 1 mL del reactivo DNS ajuntando el pH a 10.3, a
continuacion los tubos se llevan a bafio térmico a 100 °C durante minutos y se dejan
enfriar a temperatura ambiente, posteriormente se agregan 8 mL de agua tridestilada,
homogeneizando y se procede a realizar la lectura en el espectrofotometro a 540 nm, las
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lecturas obtenidas se comparan contra un blanco consistente en un tubo donde se sustituye

el extracto por agua tridestilada repitiendo el procedimiento. [122]

4.8. Pruebas para evaluacion de estabilidad de las AuNP’s sintetizadas

El seguimiento de la estabilidad de las AuNP’s sintetizadas se llevo a cabo mediante
espectroscopia UV-Vis (Espectrofotometro Perkin-Elmer lambda 35), en un rango de
longitud de onda de 190 — 900 nm con una resolucion de 1 nm, evaluando la sintesis
original almacenada en esterilidad a 4 °C, para ello se fueron extrayendo alicuotas de 2
mL cada 15 dias.

4.9. Elaboracion de nanopolvo a partir de las AuNP’s sintetizadas

Con la finalidad de elaborar el nanopolvo se procedio a sintetizar 50 mL de AuNP’s, las
cuales fueron posteriormente centrifugadas a 12,000 rpm durante 10 minutos, el
sobrenadante fue desechado y el pellet obtenido fue desecado en un horno de
calentamiento a 50°C durante 48 horas. La pastilla obtenida fue pulverizada en un mortero

de &gata hasta obtener un polvo fino.

4.10. Soporte de las AUNP’s sintetizadas en poliacrilamida

Se procedi6 a depositar 15 mL de cada una de las nanoparticulas sintetizadas en tubos
conicos de polipropileno de 50 mL, agregando a cada una dos de las suspensiones de
nanoparticulas de oro (AuNP’s Fx1 y AuNP’s Fx2) 1 g de poliacrilamida granular Acua-
gel® (acrilamida insoluble al agua y acrilato de potasio), después de 2 horas se
sometieron ambas muestras de gel cargado de AUNP’s a desecacion a 45 °C por 12 horas

hasta la eliminacion total del solvente.
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CAPITULO 5.

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Elaboracion de los extractos de Agave

El proceso que llevamos a cabo para la elaboracion de los extractos de Agave fue
realizado mediante el lavado cuidadoso de hojas frescas de Agave potatorum las cuales
cortamos en fragmentos para su mejor procesamiento y pesaje (Fig. 7). De esta manera
se procedio a pesar 100 g de hoja de Agave potatorum y se continud con su fragmentacion
en una licuadora de uso industrial (Fig. 8), el extracto obtenido fue filtrado y almacenado
a 4 °C hasta su posterior uso, este primer extracto crudo obtenido lo denominamos Fx1
(Fig. 9), procediendo a su almacenamiento en refrigeracion a 4°C, ya que al contener
maultiples azucares y aminoacidos ademas de microorganismos como levaduras, empieza
a fermentar rapidamente en caso de permanecer a temperatura ambiente. Con la finalidad
de extraer compuestos adicionales empleando el bagazo de las hojas provenientes de esta
primera fase el cual fue desecado en un horno a 50°C hasta la total perdida de humedad
(Fig. 9) y posteriormente lo colocamos en un extractor Soxhlet utilizando como solvente
etanol, manteniéndolo bajo estas condiciones durante cuatro ciclos de reflujo con lo cual
obtuvimos un extracto verde cristalino y se procedio a su enfriamiento (Fx2) (Fig. 11 F).
Una vez enfriado a temperatura ambiente (24°C), este extracto Fx2 fue soportado sobre
silica gel cromatografica y una vez seco se procedié a colocarlo en una columna
cromatografica para su elucion empleando como solvente hexano (Fig. 10), todos los
extractos fueron posteriormente almacenados a 4°C hasta su uso. Es interesante sefialar
que la planta de agave utilizada durante 4 afios para este estudio (Fig. 5) no presenta dafios
o0 destruccidn derivada del proceso de corte de multiples hojas para su uso en los extractos,

respaldando la naturaleza renovable y noble de este procedimiento de sintesis.
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Figura 7. Hojas fragmentadas de Agave potatdrumh para su pesaje y procesamiento

Figura 8. Molienda de hojas de Agave potatorum
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Figura 10. Soporte del extracto Fx2 en silica gel y su elucién mediante hexano.
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H G F E

Figura 11. Resumen general del procedimiento de obtencidn de extractos. (A-lavado de hojas, B-
corte y pesado, C- filtrado [Fx1], D- secado del bagazo, E- extraccion caliente en Soxhlet, F-reflujo
en caliente mediante etanol, G-extracto etanolico [Fx2], H-soporte del extracto etanélico en silica y
elucién mediante hexano [Fx3]).

5.2. Sintesis biogénica de nanoparticulas metalicas de plata

El primer procedimiento utilizado para realizar la sintesis de AgNP’s se llevo a cabo
aprovechando las propiedades reductoras (Atribuidas a los compuestos con grupos OH
presentes en metabolitos como flavonoides y polifenoles) del extracto crudo proveniente
de Agave potatorum (denominado Fx1). Este extracto reductor fue adicionado a la
solucién acuosa de AgNO3z 10 mM, siguiendo cuidadosamente los cambios en el reactor,
de forma preliminar visualmente y posteriormente mediante espectrofotometria UV-Vis

como se detalla a continuacion:

a) Extracto acuoso Fx1: La sintesis biogénica de las nanoparticulas de plata fue
realizada utilizando el extracto acuoso (Fx1) de A. potatorum el cual funciona
como agente bioreductor y estabilizante [123], los metabolitos que se encuentran
presentes en el Agave (azucares, flavonoides, aminoacidos, fenoles, saponinas y
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terpenoides) [20-25] permiten la reduccion de los iones Ag™ [107, 108].
Inicialmente la sintesis de AQNP’s se manifiesta mediante el cambio de coloracion
de la solucion de nitrato de plata (AgNOs) la cual es una solucion transparente,
que adquiere un color verdoso al agregarle el extracto Fx1 y posteriormente
desarrolla una coloracion café rojiza al avanzar el tiempo de reaccién (Fig. 12 B),
este cambio de color nos indica una reduccion de los iones Ag*™ a su forma
metalica elemental Ag®, generando probables sitios de nucleacion con su posterior
proceso de crecimiento para formar las nanoparticulas de plata (AgNP’s). El
seguimiento detallado de la reaccion lo realizamos mediante la técnica de
espectrofotometria UV-Vis que nos permite identificar la curva correspondiente
a la resonancia del plasmon superficial (RPS) de las nanoparticulas de plata [124,
125] a una longitud de onda de 400 nm, confirmandonos de manera preliminar la

presencia de estas nanoestructuras (Fig. 12 A).

Para realizar este seguimiento mediante espectrofotometria UV-Vis, se procedid
a extraer alicuotas de 1 mL a partir de la reaccién principal (20 mL), estas
alicuotas fueron posteriormente aforadas a un volumen de 10 mL, deteniendo la
reaccion inmediatamente mediante sumersion en bafio frio, estas alicuotas
extraidas fueron analizadas a continuacion una a una en el espectrofotémetro UV-
Vis para proceder a graficarlas en su conjunto. Como se observa en la figura 11,
esta sefial de RPS inicia en el minuto 5 (Fig. 12 A-a), presentandose como una
curva doble definida con picos presentes a una longitud de onda de 420 y 441 nm
la cual se va intensificando conforme avanza el tiempo de reaccion; de esta manera
la sefial se intensifica de manera importante, llegando a su punto maximo de

absorbancia a los 60 minutos de reaccion (Fig. 12 A-l), terminando esta sefial con
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una mayor definicion en la curva correspondiente a 441 nm, principalmente

después de los 30 min de reaccion (Fig. 12 A-h).
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Figura 12. Seguimiento espectrofotométrico UV-Vis de la sintesis de AgNP’s Fx1: A) Formacion
de la sefial correspondiente a la RPS perteneciente a AgNP’s en funcion del tiempo de reaccion
(5-60 min), B) Cambio de coloracién de la reaccion (lIzquierda, reaccién inicial, derecha, reaccion
final).
Posteriormente al analisis UV-Vis realizado se procedio6 a enviar las muestras para
su caracterizacién microscopica con la finalidad de realizar el analisis morfol6gico
de las AgNP’s sintetizadas. Los resultados de la caracterizacion microestructural
mediante TEM nos evidencian la presencia de nanoparticulas en la muestra, las
cuales ademas presentan una morfologia predominantemente semiesférica y un
tamafio promedio de 36.4 nm segln el histograma de distribucién de tamafio de
particula realizado (Fig. 13 y recuadro)
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Figura 13. Micrografia TEM de muestra AgNP’s sintetizadas Fx1, histograma de la distribucion de
tamafio de particula (inserto).

5.3. Sintesis biogénica de nanoparticulas metalicas de cobre

El procedimiento para realizar la de CuUNP’s se llevo a cabo de manera similar a la sintesis
de las AgNP’s, utilizando las propiedades reductoras del extracto acuoso de Agave
potatorum (denominado Fx1). Este extracto fue adicionado a la solucion acuosa de CuCl;
10 mM, siguiendo cuidadosamente los cambios en el reactor, de forma visual y

posteriormente mediante espectrofotometria UV-Vis como se detalla a continuacion:

a) Extracto acuoso Fx1: La sintesis biogenica de las nanoparticulas de cobre se

realizd mediante el extracto crudo (Fx1) de A. potatorum funcionando como
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agente bioreductor y estabilizante [123], los metabolitos que se encuentran
presentes en el Agave mencionados anteriormente (azucares, aminoacidos,
fenoles, saponinas y terpenoides) [20-25] permiten la reduccion de los iones Cu*?,
Inicialmente la sintesis de CUNP’s se manifiesta mediante el cambio de coloracion
de la solucion de cloruro de cobre (CuCl.) la cual inicia de una coloracion verde
oscuro y posteriormente adquiere una coloracion verde esmeralda, este cambio
nos indica una reduccion de los iones Cu*? a su forma metalica elemental Cu®,
generando probables sitios de nucleacion con su posterior proceso de crecimiento
para formar las nanoparticulas de cobre (CuNP’s). El seguimiento detallado de la
reaccion lo realizamos mediante la técnica de espectrofotometria UV-Vis que nos
permite identificar la curva correspondiente a la resonancia del plasmén
superficial (RPS) de las nanoparticulas de cobre a una longitud de onda superior

a 600 nm [126], confirmandonos la presencia de estas nanoestructuras.
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Figura 14. Seguimiento espectrofotométrico UV-Vis de la sintesis de CuNP’s Fx1: A) Formacion
de la sefial correspondiente a la RPS perteneciente a CUNP’s en funcidn del tiempo de reaccion (30-
60 min), B) Cambio de coloracidn de la reaccién (Izquierda, reaccion inicial, derecha reaccién final).
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Para este fin, el procedimiento lo realizamos extrayendo alicuotas de 1 mL a partir
de la reaccion, las cuales son aforadas a un volumen de 10 mL, deteniendo la
reaccién mediante un bafio de agua fria inmediatamente, estas alicuotas extraidas
fueron finalmente analizadas en el espectrofotometro UV-Vis para proceder a
graficarlas en su conjunto. Como se observa en la figura 14, esta sefial de RPS se
genera en el minuto 30 (fig. 14-a), presentandose como una sola curva a una
longitud de onda de 657 nm la cual aumenta de manera discreta conforme avanza
el tiempo de reaccion; de esta manera a los 60 min de sintesis (fig. 14-b) la sefial
se intensifica. Posteriormente al analisis UV-Vis realizado se procedi6 a enviar
las muestras a su caracterizacién microscépica con la finalidad de realizar el

andlisis morfoldgico de las nanoparticulas que estamos sintetizando.

Los resultados de la caracterizacion microestructural mediante TEM nos
evidencian la presencia de nanoestructuras sintetizadas en la muestra, las cuales
ademés presentan una morfologia predominantemente cubica o en forma de

paralelepipedos y un tamarfio en un rango de 50 a 200 nm (Fig. 15).
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200 nm

Figura 15. Micrografias TEM de muestra CUNP’s sintetizadas Fx1
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5.4. Sintesis biogénica de nanoparticulas metélicas de oro

El proceso de sintesis se llevo a cabo aprovechando por separado las propiedades

reductoras de 3 extractos provenientes de Agave potatorum: un extracto acuoso

(denominado Fx1), un extracto etandlico (denominado Fx2) y un extracto hexanico

(denominado Fx3) (Fig. 6). Estos tres extractos reductores fueron adicionados a la

solucion acuosa de HAuCls 1 mM, siguiendo cuidadosamente los cambios en el reactor

minuto a minuto, de forma preliminar visualmente y posteriormente mediante

espectrofotometria UV-Vis:

58

b) Extracto acuoso Fx1:

La sintesis biogénica de las nanoparticulas de oro se realiz6 en primera instancia
utilizando el extracto acuoso (Fx1) de A. potatorum funcionando como agente
bioreductor y estabilizante [123], los metabolitos que se encuentran presentes en
el Agave (azucares, aminoacidos, fenoles, saponinas y terpenoides) [20-25]
permiten la reduccion de los iones Au*. Inicialmente la sintesis de AuNP’s se
manifiesta mediante el cambio de coloracion de la solucion de Acido
tetraclorodurico (HAuUCIl,) la cual vira sibitamente de color amarillo a violeta, a
los pocos segundos (entre 20 y 30) de entrar en contacto los reactantes entre si
(HAUCI4 y extracto Fx1), este cambio nos indica una reduccion répida de los iones
Au™ a su forma metalica elemental Au®, generando probables sitios de nucleacion
con su posterior proceso de crecimiento para formar las nanoparticulas de oro
(AuNP’s). Para corroborar la formacion de las AuNP’s se utilizo un laser rojo con
la finalidad de hacer patente el efecto Tyndall [127] (el cual evidencia la presencia
de particulas de tipo coloidal presente en disoluciones, las cuales dispersan la luz

recibida, visibilizando la trayectoria del haz de luz) (Fig. 16). El seguimiento
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detallado de la reaccion lo realizamos mediante la técnica de espectrofotometria
UV-Vis gque nos permite identificar la curva correspondiente a la resonancia del
plasmon superficial (RPS) de las nanoparticulas de oro a una longitud de onda de

540 nm [128], confirmandonos la presencia de estas nanoestructuras.

Figura 16. Comparacion efecto Tyndall evidenciando el haz de laser y la presencia de particulas
coloidales (tubo ensaye izquierda) contra solucion 1mM de HAuUCI, (tubo ensaye derecha)

Para este fin, el procedimiento lo realizamos extrayendo alicuotas de 1 mL a partir
de la reaccion, las cuales son aforadas a un volumen de 10 mL, deteniendo la
reaccion mediante un bafio de agua fria inmediatamente, estas alicuotas extraidas
fueron finalmente analizadas en el espectrofotometro UV-Vis para proceder a
graficarlas en su conjunto. Como se observa en la figura 17, esta sefial de RPS
inicia en el minuto 2 (fig. 17-a), presentandose como una sola curva bien definida
a una longitud de onda de 543 nm la cual se va intensificando conforme avanza el
tiempo de reaccién; de esta manera a los 4 min de sintesis (fig. 17-b) la sefial se
intensifica de manera importante, llegando a su punto méaximo de absorbancia a
los 6 minutos de reaccion, después de lo cual observamos un subito decrecimiento

de la curva (8 min, fig. 17-d), siendo esta sefial finalmente mucho méas amplia,
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ademas de presentar un ligero corrimiento de 5 nm hacia mayores longitudes de

onda (fig. 17-e, f, g).
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Figura 17. Seguimiento visual y espectrofotométrico UV-Vis de la sintesis Fx1: A) Formacion de
la sefial correspondiente a la RPS perteneciente a AuNP’s en funcion del tiempo de reaccion (2-
14 min), B) Cambio de coloracion de la reaccion (HAuCls Izquierda, reaccion inicial centro,
reaccion final derecha), C) Proceso de aglomeracion después de 8 minutos de reaccién cuando no
es detenida mediante choque térmico (d, e, f) (Dilucién 1:10).
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Este desplazamiento discreto de la sefial UV-Vis que observamos, se presenta
hacia longitudes de onda mayores (Fig. 17, d-f) lo cual nos podria estar indicando
un proceso de la agregacion de nanoestructuras [129], ocurriendo este fendmeno
cuando los tiempos de sintesis son superiores a los 8 min de reaccion. A
continuacion, para descartar que la formacion de nanoparticulas fuera un efecto
de la temperatura procedimos a realizar un control, comparando una reaccién de
sintesis a 6 min contra una solucion de HAuCls 1mM sin extracto Fx1 a la misma
temperatura (65 °C) y tiempo de reaccion (6 min), confirmandonos que la sefial

RPS no se presenta cuando no se agrega el extracto Fx1 (Fig. 18).
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Figura 18. Control UV-Vis de la sintesis Fx1: a) Solucién de HAuClsa 65 °C durante 6 minutos
(Control negativo), b) Formacion de la sefial correspondiente a la RPS perteneciente a AuNP’s al
agregar el extracto Fx1 a la solucion de HAuCl.,
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Posteriormente al analisis UV-Vis realizado se procedio a enviar las muestras a
su caracterizacion microscopica con la finalidad de realizar el analisis morfologico

de las nanoparticulas que estamos sintetizando.

Los resultados de la caracterizacion microestructural mediante TEM nos
evidencian una considerable cantidad de nanoparticulas sintetizadas en la muestra,
las cuales ademas presentan una morfologia predominantemente semiesférica y
un tamafio promedio de 14.3 nm segun el histograma de distribucion de tamafio
de particula realizado (Fig. 19 Ay recuadro). La técnica de HRTEM (Microscopia
electronica de transmision de alta resolucion) nos proporcioné evidencia del
rearreglo atébmico de los atomos de oro en las caras observables de las
nanoparticulas sintetizadas. Una vez que pudimos corroborar mediante las
micrografias generadas mediante las técnicas de microscopia electronica la
morfologia y tamafio de los nanomateriales presente en nuestra muestra,
procedimos a realizar el andlisis microestructural correspondiente que nos
proporcionara evidencia de la naturaleza metdlica de nuestras AuNP’s, esto
mediante dos técnicas, determinando por una parte el patrén de difraccion
electrénica de area seleccionada (SAED) y por otro lado realizando el analisis
mediante una técnica no destructiva de materiales cristalinos como lo es la

difraccion de rayos X (XRD).

Con este fin procedimos a centrifugar 5 mL de la reaccion para formar un pellet y
secarlo, esta muestra bajo el analisis de difraccion de rayos X (XRD) nos
proporciond el difractograma correspondiente, sefialando la presencia de
estructuras cristalinas de oro metalico con la configuracion cubica centrada en las
caras (FCC) lo cual se hace evidente al observar en este difractograma las sefiales

correspondientes a los planos [111], [200], [220], [311] y [222], denotando
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angulos 20 de 38.201°, 44.401°, 64.601°, 77.598° y 81.756°, segun la carta

cristalogréfica Au (JCPDS 001-2616) (Fig. 20).

- )
.! Media 14.3 nm

s

Figura 19. Caracterizacion microestructural de las AuNP’s sintetizadas Fx1: A) Micrografia TEM de
muestra Fx1, Histograma de la distribucion de tamafio de particula (inserto) B) a, B, y- HRTEM de algunas
AuNP’s mostrando detalles del arreglo atomico, 8) SAED mostrando los planos correspondientes a la fase
cubica centrada en las caras de la muestra seleccionada.
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Figura 20. Patron XRD correspondiente a AuNP’s sintetizadas Fx1.

c) Extracto etandlico (Fx2):

En segunda instancia, una vez que confirmamos la actividad reductora del primer
extracto utilizado para la sintesis de AuNP’s (Fx1), procedimos a repetir el
procedimiento de esta técnica de sintesis cambiando el extracto utilizado, para lo
cual empleamos en este caso el extracto etandlico de A. potatorum como agente
bioreductor (Fx2). Después de agregar el extracto etandlico a la solucion acuosa
de HAUCIs se efectud el seguimiento de la reaccion mediante el analisis
espectrofotométrico UV-Vis, extrayendo de la sintesis esta vez alicuotas a 10, 20,
30, 40, 50 y 60 min de reaccion (Fig. 21A), estas alicuotas una vez mas fueron
aforadas a 10 mL y colocadas en un bafio refrigerante para detener la reaccion,
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procediendo posteriormente a su lectura en el espectrofotometro. Los datos
obtenidos de cada alicuota fueron graficados mediante el programa OriginLab y
observamos en esta grafica la formacion de la sefal correspondiente a la
resonancia del plasmén superficial de nanoparticulas de oro a una longitud de
onda de 537 nm [128]. Esta sefial generada se intensifica conforme avanza el
tiempo, iniciando en este caso el viraje de color a los 10 minutos de reaccion (Fig.
21A), simultaneamente la reaccion con este extracto Fx2 presenta diferencias
importantes con la que realizamos previamente mediante el extracto Fx1 ya que
el cambio de coloracidn no se presenta de manera subita sino de forma gradual
después de 7 minutos de reaccion, aunado a lo cual observamos que la curva RPS
se intensifica de manera constante conforme avanza el tiempo, aumentando su
absorbancia y no tiende a desplazarse a longitudes de onda mayores, ademas de
gue no se observa la presencia de sedimentos en la parte inferior del reactor. Asi
mismo la coloracién final de la reaccidn tiende a ser mas intensa que mediante el

extracto Fx1.

A continuacién, para descartar que la formacién de nanoparticulas fuera un efecto
de la temperatura procedimos a realizar un control, comparando una reaccién de
sintesis a 90 min contra una solucion de HAuUCIls 1mM sin extracto Fx2 a lamisma
temperatura (65 °C) y tiempo de reaccion (90 min), confirmandonos que la sefial

RPS no se presenta cuando no se agrega el extracto Fx2 (Fig. 22).

BIOSINTESIS CONTROLADA DE NANOMATERIALES FUNCIONALES MEDIANTE EXTRACTOS NATURALES

PARA APLICACIONES BIOMEDICAS



RESULTADOS Y DISCUSION

0.5 -
A 537
—— (a) 10min
i —— (b) 20min
04 —— () 30min
© —— (d) 40min
% — (€) 50min
_80.3— — (f) 60min
(@]
)
la!
o2 !
T
|
0.1 !
|

400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Figura 21. Seguimiento visual y espectrofotométrico UV-Vis de la sintesis Fx2: A) Formacién de la sefial
correspondiente a la RPS perteneciente a AuNP’s en funcion del tiempo de reaccion (10-60 min), B)
Cambio de coloracién de la reaccion (HAuUCI4 Izquierda, reaccion inicial centro, reaccion final derecha). C)
Desarrollo de la reaccion mostrando que no existe proceso de aglomeracion cuando la sintesis no es
detenida mediante choque térmico. (Dilucién 1:10)
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Figura 22. Control UV-Vis de la sintesis Fx2: a) Solucién de HAuCls a 65 °C durante 90 minutos (Control
negativo), b) Formacion de la sefial correspondiente a la RPS perteneciente a AuNP’s al agregar el extracto
Fx2 a la solucion de HAUCI,,

A continuacion, para corroborar la morfologia y cantidad sintetizada de AuNP’s en la
muestra, se procedié nuevamente a realizar un andlisis microestructural mediante
Microscopia de Transmision Electronica (TEM). El resultado observado en las
micrografias generadas difiere en aspectos importantes de la muestra Fx1, siendo los méas
relevantes los siguientes aspectos; en primer lugar existe una diferencia significativa en
la cantidad de nanoparticulas sintetizadas, ademas de variar en las morfologias presentes
en la muestra y por dltimo el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas (Fig. 23).
Profundizando el analisis sobre estas variaciones tenemos que en esta sintesis realizada
utilizando el extracto Fx2 la cantidad es aproximadamente la mitad de las que se

sintetizaron con el extracto Fx1; el segundo punto importante corresponde a la morfologia

ya que en esta sintesis se observan figuras mas bien poliédricas, presentandose
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principalmente geometrias icosaédricas y decaédricas, aunque también se observan
figuras trigonales aplanadas (Fig. 23 B recuadros a, B, y). Por ultimo se observa que con
este extracto el tamafio de nanoparticula obtenida (en promedio) segun el histograma de

distribucion de tamafio de particula generado es de 36 nm (Fig. 23A, inserto).

Una vez que pudimos corroborar mediante las micrografias generadas la morfologia y
tamarfio de los nanomateriales presentes en nuestra muestra, se procedio a realizar una vez
mas el analisis microestructural correspondiente que nos evidencia de la naturaleza
metalica de las AuNP’s sintetizadas, determinando tanto el patron de difraccion
electrénica de é&rea seleccionada (SAED), asi como generando el difractograma

respectivo la difraccion de rayos X (XRD).

Para llevar a cabo este estudio procedimos a centrifugar 5 mL de la reaccion para
constituir un pellet y posteriormente secarlo, esta muestra nos proporciono el
difractograma de rayos X (XRD) correspondiente sefialando la presencia de estructuras
cristalinas de oro metalico con la configuracion cubica centrada en las caras (FCC) lo
cual se hace demuestra al observar en este difractograma las sefiales correspondientes a
los planos [111], [200], [220], [311] y [222], denotando angulos 26 de 38.192°, 44.250°,
64.673°, 77.668° y 82.038°, segun la carta cristalografica Au (JCPDS 001-2616) (Fig. 24

B).
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Figura 23. Caracterizacion microestructural de las AuNP’s sintetizadas Fx2: A) Micrografia TEM de
muestra Fx2, Histograma de la distribucion de tamafo de particula (inserto) B) a, B, y-TEM de algunas
AuNP’s mostrando detalles de las morfologias presentes, 8) SAED mostrando los planos correspondientes
a la fase cubica centrada en las caras de la muestra seleccionada.
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Figura 24. Patron XRD correspondiente a AuNP’s sintetizadas Fx2

d) Extracto hexanico (Fx3):

El tercer proceso de sintesis biogénica de AuNP’s llevado a cabo se realizd
mediante un tercer solvente, utilizando el extracto hexanico (Fx3) obtenido
previamente por elucion en columna cromatogréfica. Inicialmente en esta
reaccion la formacion de AuNP’s se evidenciéo mediante el cambio de coloracion
de la solucion de HAuCls virando en este caso muy gradualmente de color
amarillo claro a color salmon, este vire de coloracion fue la sefial visual que
utilizamos como indicador para la evidencia de la reduccion de los iones Au*® a
su forma metalica elemental Au®, con su posterior proceso de nucleacion seguido

de su agregacion para formar las AuNP’s (Fig. 25).
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Siguiendo nuestro proceso de monitoreo previo de la sintesis se extrajeron de la
reaccion esta vez alicuotas a 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90 min de sintesis
(Fig. 25A), estas alicuotas fueron aforadas a 10 mL y detenidas en un bafio
refrigerante para continuar con su lectura en el espectrofotometro UV-Vis y
posteriormente graficados en el programa OriginLab. La grafica obtenida de este
proceso nos muestra la formacion de la curva correspondiente a la resonancia del

plasmoén superficial (RPS) de las AuNP’s a una longitud de onda de 547 nm.

Como se observa en la fig. 25 A-a, esta sefial se presenta de forma apenas
perceptible a los 10 min de reaccion, a los 20 minutos se observa ya como una
curva muy amplia pero mas definida (Fig. 25 A-b), esta sefial se continua
intensificando conforme transcurre el tiempo de reaccién en los intervalos de 30,
40, 50 y 60 minutos, definiéndose principalmente a partir los 70 minutos, donde
ya se presenta con una forma parecida a las anteriores sintesis que realizamos
(AuNP’s Fx1 y AuNP’s Fx2), aunque es importante sefialar que la curva obtenida
presenta una amplitud mayor a la sefial que fue generada en las sintesis anteriores
(AuNP’s Fx1 y AuNP’s Fx2), esta sefial continua aumentando en su valor de
absorbancia hasta los 90 minutos (Fig. 25 A-i), tiempo en el cual fue detenida la

sintesis.
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Figura 25. Seguimiento visual y espectrofotométrico UV-Vis de la sintesis Fx3: A) Formacion de
la sefal correspondiente a la RPS perteneciente a AuNP’s en funcién del tiempo de reaccion (20-
90 min), B) Cambio de coloracion de la reaccion (HAuCl, Izquierda, reaccion inicial centro,
reaccion final derecha)

Las AuNP’s sintetizadas a 90 min (Méxima sefial de absorbancia) fueron
caracterizadas mediante Microscopia de Transmision Electronica (MET). Es
interesante resaltar que en esta sintesis la variacion de tamafio se concentra
Unicamente en dos poblaciones de particulas con tamafios de 6 y 20 nm
respectivamente, segun el histograma de distribucion de tamafio de particula
generado (Fig. 26, inserto), lo cual no se habia observado en las sintesis mediante
los extractos anteriores Fx1 y Fx2. La morfologia predominante en esta sintesis

Fx3 es esférica (Fig. 26B).
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Figura 26. Caracterizacion microestructural de las AuNP’s sintetizadas Fx3: A) Micrografia TEM de
muestra Fx3, Histograma de la distribucion de tamafio de particula (inserto) B) a, B, y- Acercamiento de
algunas AuNP’s sintetizadas mostrando detalles de su estructura, ) SAED mostrando los planos
correspondientes a la fase clbica centrada en las caras de la muestra seleccionada.
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A continuacion de corroborar la morfologia y tamafio de los nanomateriales sintetizados
en nuestra muestra mediante las micrografias TEM, se procedi a realizar una vez mas el
analisis microestructural correspondiente que nos proporciona informacion sobre la
naturaleza metéalica de las AuNP’s sintetizadas, determinando tanto el patron de
difraccion electronica de area seleccionada (SAED) (Fig. 26 D &), asi como generando el

difractograma respectivo la difraccion de rayos X (XRD) (Fig. 27).

De manera analoga al procedimiento realizado con las sintesis anteriores, procedimos a
centrifugar 5 mL de la reaccion Fx3, obteniendo un pellet para posteriormente secarlo,
de esta muestra se obtuvo el difractograma de rayos X (XRD) correspondiente sefialando
la presencia de estructuras cristalinas de oro metalico con la configuracion cubica
centrada en las caras (FCC) lo cual se hace patente al observar en este difractograma las
sefiales correspondientes a los planos [111], [200], [220], [311] y [222], denotando
angulos 20 de 38.316°, 44.486°, 64.811°, 77.778° y 81.737°, segun la carta

cristalografica Au (JCPDS 001-2616) (Fig. 27).

De esta forma pudimos corroborar que los tres extractos utilizados (Fx1, Fx2 y Fx3)
tienen en mayor o menor medid una actividad reductora sobre los iones Au*3lo cual

genera la nucleacion y subsecuente agregacion ara la formacion de nanoparticulas.

74
BIOSINTESIS CONTROLADA DE NANOMATERIALES FUNCIONALES MEDIANTE EXTRACTOS NATURALES
PARA APLICACIONES BIOMEDICAS



RESULTADOS Y DISCUSION

-
— AuNPs Planos
500 - \F_L Fx3 de Bragg
2 Theta 38.316° (111)
(Coupled Two | 44.486° (200)
400 - Theta/Theta) | 64.811° | (220)
77.778° | G11)
81.737° (222)
12]
E 300-
(@]
O
200 =
] —
™
N~~~
AN
100 N
~
]
0 T T T T T 1
30 40 50 60 70 80 90

2 Theta (Coupled Two Theta/Theta) WL= 1.54060

Figura 27. Patron XRD correspondiente a AuNP’s sintetizadas Fx3.

5.5. Monitoreo de la estabilidad de nanoparticulas de oro

El siguiente analisis que se realizd a las AuNP’s sintetizadas fue el monitoreo de su
estabilidad ante el paso del tiempo, para lo cual fueron extraidas alicuotas, previamente
diluidas 1:10 y almacenadas a 4°C, para realizar su lectura UV-Vis periddicamente. Sin
embargo, en la muestra sintetizada mediante extracto Fx1 se observo en repetidas
ocasiones que en el interior de la reaccién se desarrollaba el crecimiento de una masa
gelatinosa probablemente generada por un hongo lo cual ademéas ocasionaba la
desestabilizacién de las nanoparticulas de Au (Fig. 28 B), esta desestabilizacion de las
AuNP’s fue determinada mediante UV-Vis, al presentarse una curva amplia que se
desplaza ligeramente hacia longitudes de onda mayores después de 90 dias de
almacenamiento (Fig. 28 A-f).  Observando esta interferencia, supusimos que muy

posiblemente era ocasionada por microorganismos que se desarrollaban aprovechando
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los compuestos organicos presentes en las nanoparticulas, por lo cual, con la finalidad de
eliminar esta interferencia o contaminacion, realizamos una estrategia de repetir las
sintesis Fx1 y Fx2 mediante condiciones de esterilidad, filtrando mediante membranas de
40 nm de poro ambos reactantes (HAUCI4 y extractos), ademas de esterilizar mediante
autoclave todo el material involucrado en la sintesis y posteriormente realizando el
procedimiento dentro de una campana de flujo laminar. De esta manera, con las nuevas
AuNP’s estériles sintetizadas, se realizo el seguimiento a lo largo de 6 meses, efectuando
su analisis periddico quincenal mediante espectrofotometria UV-Vis, extrayendo
alicuotas en condiciones de esterilidad las cuales fueron desechadas tras su lectura. Este
seguimiento lo realizamos con las AuNP’s Fx1 y Fx2 ya que son las que fueron realizadas
con solventes de una mayor biocompatibilidad (agua y etanol) y por tanto aquellas que
tienen un mayor interés para nuestros estudios biologicos. A través de este nuevo analisis
observamos diferencias positivas muy importantes, ya que en las AuNP’s sintetizadas en
esterilidad mediante los extractos Fx1 y Fx2 se mantiene a la misma longitud de onda
durante los 6 meses que fue realizado el estudio, de manera que las sefiales obtenidas
practicamente se sobreponen como se observa en la figura 29. El seguimiento de la
estabilidad de las AuNP’s Fx1 nos muestra que desde la primera lectura realizada (24 de
mayo 2017), hasta la ultima (29 de noviembre de 2017) se observa la misma forma de la
curva, asi como practicamente la misma intensidad de absorbancia, tal como muestra la
figura 29 A, ademaés de presentar la misma coloracion durante los 6 meses del analisis
(Fig. 29 A, inserto). Por otra parte, el seguimiento que efectuamos en la estabilidad de
las AuNP’s Fx2 nos sefiala que en la primera lectura realizada (24 de mayo 2017) la curva
generada es un poco mas amplia que la realizada en la segunda lectura (31 de mayo 2017),
ademas de que la segunda aumenta practicamente al doble su absorbancia, este efecto se

pudiera interpretar a una actividad residual del extracto reductor Fx2, o a la presencia de
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metabolitos reductores en esta fraccion que siguen realizando la sintesis a baja
temperatura. A partir de la tercera lectura (13 de junio de 2017) hasta la ultima (29 de
noviembre de 2017) se observa la presencia de la misma forma de la curva, ademas de
presentar la misma intensidad de absorbancia, como muestra la figura 27 B, cambiando
ligeramente la tonalidad de la reaccién, ya que va adquiriendo un color mas rojizo durante
los 6 meses del analisis (Fig. 29 B, inserto). Otra diferencia relevante en el
almacenamiento de estas nanoparticulas se observa en el hecho de que las AuNP’s Fx1
tienden a formar una especie de sedimento mientras que las AuNP’s Fx2 permanecen
suspendidas en la solucion (Fig. 30), sin embargo en el caso de las primeras (AuNP’s
Fx1) es interesante que el efecto de “sedimentaciéon” no ocasiona su agregacion
irreversible ya que mediante una ligera agitaciéon manual, retoman su forma inicial en
suspension (Fig. 31), lo cual ademéas es corroborado mediante el analisis UV-Vis
realizado, donde no se observa alguna modificacion de la sefial o su disminucion

significativa en valores de absorbancia (Fig. 29 A).
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Figura 28. Seguimiento UV-Vis de la estabilidad de las AuNP’s Fx1, A) Lecturas UV-Vis de la muestra
sintetizada durante 90 dias, B) Crecimiento de una masa gelatinosa translucida en el interior de las AuNP’s

sintetizadas.
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Figura 29. Seguimiento UV-Vis de la estabilidad de las AuNP’s sintetizadas durante 180 dias. A)
AuNP’s sintetizadas mediante extracto Fx1 (Inserto: coloracion inicial derecha, coloracién final

izquierda) B) AuNP’s

coloracién final izquierda).

sintetizadas mediante extracto Fx2 (Inserto: coloracion inicial derecha,
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Figura 30. Comparacion por triplicado del electo de almacenamiento de las AuNP’s sintetizadas.
Sintesis mediante los extractos Fx1 (derecha) donde se presenta sedimentacion y Fx2 (Izquierda)
donde no se presenta este efecto.

Figura 31. Proceso de resuspensién de AuNP’s Fx1. AuNP’s sintetizadas mediante extracto Fx1
antes de agitacion manual (derecha) y después de agitacion manual (Izquierda).
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5.6. Elaboracion de nanopolvo

Partiendo de nuestra solucion coloidal de AuNP’s que sintetizamos mediante los extractos
Fx1y Fx2 se procedi6 a buscar otra forma de almacenamiento de estos nanomateriales,
para ello procedimos a elaborar un nanopolvo con la finalidad de evaluar si era posible
restaurar las propiedades de las AuNP’s después de almacenarlas en forma sdlida sin

solvente y posteriormente tratar de resuspenderlas nuevamente en solvente acuoso.

Para realizar estos ensayos se requirié una mayor cantidad de nanoparticulas, por lo cual
los volumenes sintetizados para las reacciones AuNP’s Fx1 y AuNP’s Fx2 fueron
aumentados hasta 50 mL para ambas reacciones. Este volumen sintetizado fue
posteriormente centrifugado en lotes de tubos ependorff de 2 mL a 12,000 rpm durante
10 minutos en microcentrifuga hasta completar la centrifugacion de los 50 mL de cada
una de las sintesis realizadas (AuNP’s Fx1 y AuNP’s Fx2). Una vez acumuladas las
nanoparticulas en pastillas (Fig. 32 A), procedimos a descartar el sobrenadante y estas
pastillas obtenidas se colocaron en un horno de desecacion a una temperatura de 50°C
hasta su completa deshidratacion, tras lo cual se procedié a pulverizar ambas pastillas
cuidadosamente en un mortero de agata hasta obtener dos polvos obscuros (Fig. 32 B).
Estos nanopolvos obtenidos fueron almacenados a temperatura ambiente hasta su

posterior uso.
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Figura 32. Proceso de elaboracion de nanopolvo a partir de las AuNP’s sintetizadas mediante
extracto Fx1 y Fx2 A) Centrifugacion a 12,000 rpm durante 10 minutos, B) Secado y pulverizacion
de las pastillas obtenidas.

Una vez obtenidos los nanopolvos de ambas fracciones (Fx1 y Fx2) se continué con la
rehidratacion y resuspension de ambas muestras, procediendo a pesar 0.0196 g de cada
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nanopolvo para resuspender estas nanoparticulas en un volumen final de 5 mL y obtener
una concentracion 10 mM. Ambos nanopolvos resuspendidos en agua tridestilada fueron

analizados mediante UV-Vis para su posterior comparacion (Fig. 33).
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Figura 33. Anélisis UV-Vis de los nanopolvos resuspendidos en H2O tridestilada a partir de las
AuNP’s sintetizadas mediante las fracciones Fx1 (A) y Fx2 (B).
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Los resultados obtenidos de este procedimiento nos mostraron mediante la
espectrofotometria UV-Vis la presencia de sefiales a 550 nm, las cuales pueden ser
interpretadas como la evidencia de las AuNP’s suspendidas nuevamente en el solvente
utilizado (H20), aunque las curvas presentes no sean de la misma intensidad y forma a

las obtenidas en la sintesis original.

5.7. Soporte de las AuNP’s en polimero

Ensayos preliminares de liberacion controlada: Para realizar un andlisis que nos
permitiera evaluar de manera preliminar la capacidad de las AuNP’s sintetizadas ara ser
soportadas en algin compuesto biocompatible del cual puedan ser posteriormente
liberadas efectuamos un experimento en el cual se realizaron reacciones de un volumen
de 20 mL mediante las fracciones Fx1 y Fx2, a continuacién a cada una de estas
reacciones procedimos a depositarles 0.1g de un polimero de poliacrilamida altamente
higroscopico (Acua-gel®), esperando 3 horas posteriores para garantizar la carga total de
las AuNP’s en el polimero, una vez retenidas en este polimero se procedio a la desecacion
total del polimero con la finalidad de eliminar lentamente el solvente de la red de

poliacrilamida pero manteniendo las AuNP’s dentro de la misma (Fig. 34).
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Fx2

Figura 34. Soporte en polimero de poliacrilamida las AuNP’s sintetizadas mediante las fracciones Fx1
(Izquierda) y Fx2 (Derecha) después de su desecacion. Polimero de poliacrilamida antes de realizar el
tratamiento (Recuadro central).

Una vez soportadas las AuNP’s en el polimero se procedio a intentar su liberacion en un
medio acuoso, incorporando los granulos en un volumen de 10 mL de agua tridestilada y
extrayendo alicuotas cada 60 minutos para efectuar su lectura UV-Vis , como resultado
se obtuvo una recuperacion aceptable del material lo cual fue interpretado al generarse
nuevamente las curvas correspondientes a la RPS de las AuNP’s a 552 nm para el caso
de las AuNP’s Fx1 y 554 para las AuNP’s Fx2 (Fig. 35). Como se puede observar para
el caso de las AuNP’s Fx1 (Fig. 35A) la liberacion de las nanoparticulas se observa desde
los 60 minutos de contacto con el solvente acuoso, al presentarse una curva bien definida
con una absorbancia de 0.33, la cual va aumentando de manera discreta hasta alcanzar su
punto maximo de absorbancia (0.37) a los 300 minutos de contacto. En el caso de las
AuNP’s Fx2 sucede de manera distinta ya que la liberacion de las nanoparticulas se
empieza a presentar nuevamente a partir de los 60 minutos de contacto con el solvente
acuoso pero con una absorbancia mucho mas baja (0.12), aumentando de manera muy

importante a los 120 minutos de contacto, despues de lo cual se mantiene en aumento de
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forma mas moderada, hasta alcanzar su punto maximo de absorbancia a los 360 minutos

de contacto (0.23) (Fig.35B).
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Figura 35. Lectura UV-Vis del sobrenadante analizado a partir de las muestras acuosas en
contacto con los granulos de poliacrilamida impregnados con las AuNP’s sintetizadas mediante
las fracciones Fx1 (A) y Fx2 (B) desde 60 hasta 420 minutos.
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5.8. Determinacion de los principales compuestos presentes en los extractos de A.

potatorum

Una vez que determinamos las caracteristicas de tamafio y forma de las nanoparticulas de
oro sintetizadas mediante los extractos obtenidos Fx1, Fx2 y Fx3, era importante realizar
un estudio preliminar para determinar de forma global los grupos de compuestos
presentes en cada uno de los extractos, de modo que exista forma de correlacionar estos
compuestos con el tipo de nanomaterial sintetizado. Con esta finalidad se realizaron
determinaciones cuantitativas mediante pruebas quimicas bésicas para corroborar la
presencia de los grupos principales de compuestos que se han reportado en otras especies
del género Agave. Los resultados obtenidos nos demuestran que el extracto Fx1 (acuoso)
es el que contiene una mayor cantidad de flavonoides, fenoles totales, polifenoles totales
y esteroles (Fig. 36 y 37); por otra parte, el extracto Fx2 (etandlico) muestra altas
concentraciones de fenoles totales, esteroles y azucares reductores (Fig. 36 By 37D). Por
ultimo, en el extracto Fx3 (hexanico), observamos altas concentraciones de fenoles
totales, flavonoides, esteroles y azucares reductores (Fig. 36 y 37). La gran cantidad de
metabolitos reductores presentes en el extracto Fx1 puede tener un impacto muy
importante en la gran velocidad de sintesis de las NP’s observada cuando se emplea como
agente reductor, ademés de realizar su actividad en concentraciones muy bajas
(presentando actividad incluso al ser utilizado al 1%), esto puede ser atribuido a la
actividad reductora tanto de flavonoides [130] asi como de compuestos fendlicos [131],
la cual ha sido reportada en multiples estudios para la sintesis de nanoparticulas, siendo
relacionados en varios estudios como los principales donadores de electrones para la
reduccion de estos iones metalicos. Por otra parte en el extracto Fx2 la diferencia mas
relevante se presenta en la alta cantidad de azucares reductores, los cuales también han

sido reportados ara su uso en la sintesis de nanomateriales [132], sin embargo podriamos
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atribuir su actividad a generar las distintas morfologias presentes en la muestra Fx2. Los
datos analizados también sugieren que la concentracion de azucares reductores no es tan
relevante para el proceso de sintesis ya que en el extracto Fx1 observamos la menor
concentracion de los mismos sin ocasionar esto algin decremento en la velocidad de la
reaccion y observandose que despues del tiempo donde se presenta el pico maximo de
absorcion UV-Vis sucede un decaimiento/desplazamiento de la sefial hacia longitudes de
onda mayores lo cual se puede interpretar como la agregacion del material a estructuras
de mayor tamafio manifestandose incluso a simple vista por la presencia de sedimentos
en el reactor. Por otra parte, en la reaccion Fx2 es interesante que observamos diferentes
morfologias en las micrografias TEM, esto pudiera deberse a que ese extracto presenta la
mayor cantidad de azucares reductores lo cual podria favorecer distintos sitios de
nucleacion que generan formas distintas. EI mejor control de la forma y tamafio lo
obtuvimos en las AuNP’s sintetizadas utilizando el extracto Fx3 donde observamos
unicamente dos tamafios de particula (6 y 20 nm), donde la correlacion fitoquimica mas
relevante que observamos fue una muy baja concentracién de polifenoles totales con
respecto a los extractos Fx1 y Fx2. En las tres reacciones que realizamos la temperatura
fue la misma, 65 °C, lo cual nos corrobora la actividad de las biomoléculas reductoras a
baja temperatura en los tres extractos utilizados, ademas que se realizaron como controles
las reacciones empleando Unicamente los disolventes sin metabolitos (Fx2 etanol, Fx3
hexano) para descartar actividad reductora proveniente de estos disolventes, obteniendo

resultados negativos como se esperaba (no existe presencia de AuNP’s).
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Figura 36. Principales componentes fendlicos presentes en los extractos Fx1, Fx2 y Fx3 de A.
potatorum utilizados. (Todas las concentraciones estan expresadas en milimoles por mililitro).
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Figura 37. Otros grupos de compuestos presentes en los extractos Fx1, Fx2 y Fx3 de A. potatorum
utilizados. (Todas las concentraciones estan expresadas en milimoles por mililitro).
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5.9. Ensayos de actividad citotoxica

Como parte del seguimiento de la biocompatibilidad de los nanomateriales que estamos
sintetizando se procedié a realizar mediante una colaboracion de investigacion los
ensayos preliminares con la finalidad de evaluar la actividad citotoxica de las AuNP’s
sintetizadas [133]. Para llevar a cabo estos estudios se realizaron los ensayos MTT
(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) utilizando la linea celular
A549 y células mononucleares sanas provenientes de sangre periférica como control,

estas células fueron incubadas durante 24 horas en contacto con las AuNP’s Fx1. Es
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importante sefialar que en estudio a diferencia de otros que se han realizado se utilizo
como controles el extracto Fx1 y la solucion de HAuCls. Con la finalidad de afinar los
detalles para estos ensayos procedimos a sintetizar en condiciones de esterilidad
meticulosa nuevamente las AuNP’s, dentro de una campana de flujo laminar. LosS
resultados obtenidos mediante el ensayo MTT nos da evidencia de actividad citotoxica
tanto en las células A549 como en células PBM, a partir de una concentracion de Au de
0.05 mM, siendo mayor la toxicidad presentada en A549 (70% aproximadamente) que en
las células PBM (60% aproximadamente). Ademas, resulta de gran relevancia sefialar que
el extracto Fx1 por si mismo resulta ser mas toxico que las AuNP’s en las concentraciones
respectivas de 0.005 y 0.01 mM, esto puede ser atribuible a que al ser un extracto crudo
presenta una gran cantidad de metabolitos intactos y muy reactivos que afectan la
viabilidad celular. Las cantidades utilizadas de AuNP’s para este estudio fueron las
necesarias para buscar un efecto de citotoxicidad, sin embargo es muy importante sefialar
que la dosis para su posible aplicacién en alguna actividad especifica es todavia un

pendiente por determinar.
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Células A549 tratadas con AuNP’s por 24 h
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Figura 38. Ensayo MTT para determinar actividad citotoxica de AuNP’s Fx1. (A) Células A549
tratadas con AuNP’s, (B) Células tratadas con HAuCl4 (C) Células tratadas con extracto Fx1,
(D) Células PBM A549 tratadas con AuNP’s. (Evaluacion de la actividad citotoxica de
nanoparticulas de oro en células mononucleares de individuos sanos, Armenta, 2018).
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CAPITULO 6.

CONCLUSIONES

Para explorar el potencial y las capacidades de la planta que utilizamos en este trabajo
como se ha detallado en la seccion experimental, empleamos de manera inicial el extracto
acuoso (Fx1) parareducir soluciones metélicas de tres elementos distintos: cobre (CuCly),
plata (AgNO3) y oro (HAuCls), los resultados obtenidos nos demostraron la capacidad
reductora notable del extracto Fx1 para la sintesis de nanomateriales a partir de metales
distintos, los cuales presentaron diferentes morfologias y tamafios. Partiendo de los
resultados obtenidos de estos elementos metalicos seria factible seguir estudiando las
capacidades del extracto Fx1 utilizando otros precursores (Sulfatos, cloruros, nitratos,
etc.) a partir de los mismos metales (Cu, Ag, Au) con la finalidad de seguir expandiendo

el espectro de nanomateriales obtenidos (Nuevas morfologias, tamafios, dispersion).

Otra vertiente importante de este trabajo realizado fue diferenciar la sintesis de
nanomateriales mediante el ensayo de un solo metal y distintos extractos obtenidos de la
misma planta variando los solventes utilizados, los cuales denominamos Fx1 (acuoso),
Fx2 (etandlico) y Fx3 (hexanico), al repetir nuestro proceso de sintesis con cada una de
las fracciones obtenidas pudimos corroborar diferencias importantes, tanto en la
coloracion de la reaccion y tiempo de sintesis, asi como en el seguimiento
espectrofotométrico y en la caracterizacion microestructural de los nanomateriales
sintetizados, variaciones en la sintesis muy posiblemente debidas a la variedad de las
biomoléculas presentes en cada extracto. A simple vista el color de las reacciones de
sintesis se observa con una mayor intensidad para los extractos tanto Fx1 (color violeta)
como Fx2 (color violeta rojizo) mientras que la reaccion Fx3 se presenta una coloracion

lila palido (comparar insertos en fig. 1, 2 y 3); ademas de que el tiempo de reaccion se va
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incrementando conforme se disminuye la poblacién de biomoléculas reductoras presentes
en los extractos Fx1 (6 min), Fx2 (60 min) y Fx3 (90 min) , siendo estos tiempos

determinados por el maximo espectro de absorcion UV-Vis obtenido.

Otra diferencia importante se presenta en la cantidad de bioreductor necesario ya que
mientras para las reacciones Fx1 y Fx2 utilizamos un 10% de extracto, en el caso de Fx3
empleamos 40%, lo cual puede deberse a una baja en la actividad reductora ocasionada
por la menor cantidad de metabolitos presentes en esta fraccion, aunque de manera

paralela esto contribuye al mayor control en la relacion forma/tamafio.

Mediante el seguimiento realizado utilizando la espectrofotometria UV-Vis observamos
distintas formas en las sefiales generadas por las distintas fracciones ademas de formarse
en diferentes longitudes de onda Fx1 (543 nm), Fx2 (537 nm) y Fx3 (547 nm) lo que nos
da indicios de las variaciones entre los nanomateriales sintetizados de manera preliminar
antes de ser caracterizados microestructuralmente. Los andlisis de las micrografias TEM
nos permiten observar que en la sintesis con Fx1 obtenemos una gran cantidad de AuNP’s
de forma aproximadamente esférica con un tamafio promedio de 13.4 nm, mientras que
en la sintesis realizada mediante la fraccion Fx2 lo que observamos es la presencia de
distintas morfologias (icosaedros, decaedros y trigonales planas, con un tamafio de
poblacién promedio de 36.6 nm; siendo la diferencia mas importante la que encontramos
en la ltima fraccion utilizada (Fx3) donde se observa la presencia de AuNP’s esféricas
practicamente de solo dos tamafios (6 y 20 nm). Los resultados de XRD nos corroboran
en los tres casos, Fx1, Fx2 y Fx3 la cristalinidad de las AuNP’s obtenidas lo cual
evidencia la naturaleza metalica del oro y que no se trata de un oxido. La caracterizacién
fitoquimica preliminar de los tres extractos nos muestra la presencia de familias de
compuestos que ya han sido caracterizadas en otras especies de Agave, sin embargo a la
fecha no existe aun algun estudio fitoquimico profundo en la especie de agave mezcalero
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que estamos empleando en este estudio (Agave potatorum). De esta manera las
caracteristicas del proceso que utilizamos para esta biosintesis nanotecnologica: baja
temperatura, biomoléculas reductoras y tiempos reducidos fortalecen la metodologia de
nuestra sintesis, ademas el uso de solventes biocompatibles como agua y etanol favorece
la biocompatibilidad de las AuNP’s obtenidas, en el caso del hexano, aunque se trata de
un solvente toxico en altas concentraciones, sucede que al tener un muy bajo punto de
ebullicion (67 °C) es facilmente eliminado de la reaccion al evaporarlo subiendo la
temperatura, como se realiza de manera rutinaria en la industria de extraccion de aceites

comestibles.

El tamafio y morfologia diferente de las AuNP’s sintetizadas en las tres reacciones nos
demuestra que es posible manipular la sintesis para controlar de mejor manera la forma'y
el tamafio de las nanoparticulas generadas, ya que al ir separando los componentes del
extracto se aislan diversos metabolitos que reducen y estabilizan las AuNP’s de diferente
manera, generando distintos bionanomateriales en el proceso (Fig. 39), el estudio méas
profundo de los componentes de cada fraccién utilizada (Fx1, Fx2 y Fx3) asi como la
subdivisién en otras fracciones del extracto de Agave nos permitira en un futuro controlar
las caracteristicas de las AuNP’s de una manera mas dirigida y precisa asi como proponer
un mecanismo de accién de las biomoléculas involucradas. Ademas, el seguimiento de
las sefiales de RPS alrededor de 540 nm obtenidas mediante la espectrofotometria UV-
VIS nos indican la formacién de AuNP’s, lo cual nos permite dar seguimiento a la cinética

de las reacciones para su posterior manipulacion.

Con respecto a las pruebas bioldgicas realizadas, observando estos resultados
preliminares, se presenta la necesidad de analisis celulares mas detallados, comparando
la actividad de estas AuNP’s contra otros nanomateriales de oro disponibles
comercialmente (Sintesis quimica) para tener un panorama mucho mas claro de si son
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mas 0 menos toxicas que las que son sintetizadas mediante métodos quimicos. Asi mismo
es un pendiente importante estimar de alguna forma la dosis aproximada que tendria una
actividad para su aplicacién celular, ya que las cantidades que se utilizaron en estos

primeros analisis son demasiado altas lo cual también es un factor a considerar.

Blomoléculas en extracto de Agave
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Figura 39. Resumen general de las sintesis efectuadas mediante los extractos de A. potatorum.
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