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RESUMEN

El desarrollo de nanoparticulas capaces de capturar o irradiar energia en regiones del espectro electromagnético
como el UV, visible e infrarrojo, llama la atencién por sus potenciales aplicaciones. Estas nanoparticulas se
pueden usar en procesos de desinfeccion de agua, asi como para aplicaciones biomédicas como agentes
sensibilizantes o en terapia hipertérmica. El objetivo de este proyecto fue sintetizar nanoparticulas con
estructura core-shell, de oro, recubiertas de magnetita y de magnetita recubiertas de oro, y evaluar su capacidad
de inducir calentamiento en un medio por irradiacién con luz infrarroja. Las nanoparticulas se sintetizaron por
métodos reportados en la literatura y se caracterizaron por Microscopia Electronica de Transmision (TEM),
Espectroscopia Ultravioleta-visible (UV/Vis) y analisis por Dynamic Light Scattering (DLS) para determinar
morfologia, tamafio y distribucion en solucion. Posteriormente el efecto hipertérmico de las nanoparticulas se
evalué empleando una suspensién de las mismas en 20 mL de agua con 1X10® UFC/mL de la cepa de
Escherichia coli K-12, irradiados con una lampara de luz infrarroja de 50 watts a 20 cm de distancia. Se
tomaron muestras de la suspension irradiada a diferentes tiempos y se determind la capacidad de inhibicién de
crecimiento bacteriano en cada caso, en comparacion a los sistemas control. Se obtuvieron nanoparticulas de
Fe3O4/Au con tamafos entre 140-1000 nm, asi como nanoparticulas de Au/Fe3O4 entre 400-1400 nm. Las
nanoparticulas inducen un incremento de temperatura de la solucién de ~1°C después de 10 minutos de
irradiacién con luz infrarroja de 50 W, y una disminucion mayor al 90% de las UFC/mL de bacterias.
Concluimos que los sistemas preparados ayudan a aumentar la temperatura del sistema al mejorar la captura de
luz IR. También que el tratamiento con estas condiciones disminuyen mas del 90% el nimero de bacterias con
10 minutos de tratamiento por sensibilizacion a la radiacion.

1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad cuyo indice de mortalidad en los Gltimos afios se ha incrementado notablemente y
es ya la tercera causa de muerte en nuestro pais. (Reachi, F. SSA Federal, 2014). La Organizacion Mundial de
Salud (OMS) estima que en las proximas dos décadas se presentaran 22 millones de casos de canceres nuevos, 8
millones méas que en el 2012. (Martel et al. 2014). Este hecho es alarmante, y ha motivado la busqueda de
alternativas a los tratamientos quimioterapéuticos. Por ello, en los ultimos afios, se ha considerado el uso de
nanoparticulas (NP) core-shell del tipo Au/Fe304.
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Las NP core-shell presentan muchas aplicaciones potenciales en Optica, magnetismo, bioquimica y
biomedicina. Consisten de un centro compuesto por un tipo de metal 6xido metélico o polimero recubierto en su
superficie por otro tipo de material (metal, cerdmico, polimérico o aleacidn). Las NP de este tipo presentan las
propiedades de diferentes materiales para dar como resultado materiales mas versatiles y Utiles

En este caso, se propone el empleo de NP de Au/Fe;O, donde el éxido de hierro (magnetita) en la parte central
(core) presentara propiedades magnéticas que pueden ser empleadas para la liberacién controlada de farmacos;
ademas, las NP magnéticas pueden ser manipuladas por un campo magnético externo hacia sitios especificos de
accion como pueden serlo las células cancerosas (Hernando Grande, 2007). El oro, por su parte, presenta una
alta biocompatibilidad, es inerte y estable; al combinar las propiedades de ambos materiales, se crea una NP
core-shell que pueden tener diferentes aplicaciones potenciales. (Lyon, 2004).

En la biomedicina, se han hecho investigaciones en el tratamiento de tumores por medio de nanoparticulas
superparamagnéticas (NPSP) recubiertas con distintos agentes superficiales. La técnica conocida como
hipertermia, es un procedimiento terapéutico basado en la elevacion de la temperatura de una region del cuerpo
afectada por un tumor maligno, con el fin de eliminar el tumor. Se consigue, localizando el tumor con
nanoparticula magnéticas (NPM) y luego manteniéndola en la zona afectada hasta que haya completado el
proceso de destruccion de la célula cancerigena mediante la aplicacion de campos magnéticos intensos
variables.

Esta técnica ha presentado varias ventajas respecto a métodos tradicionales como la quimioterapia, ya que se ha
logrado la reduccion de la dosis de la medicacidn que se aplica al organismo y se disminuyen significativamente
los efectos colaterales sobre el resto del organismo. (Pankhurst et al. 2003).

2. TEORIA

La magnetita es un nanomaterial que presenta superparamagnetismo. Se encuentra en la naturaleza como un
mineral de origen natural comun al 6xido de hierro. La magnetita al ser expuesto a un campo magnético, atrae a
las NP y cuando se retira no se presenta magnetismo remanente. (Harrison et al. 2002). La magnetita tiene
diversas aplicaciones, entre ellas: catalizador para la sintesis del amoniaco, como absorbente ya que el polvo
elimina arsénico (1) y arsénico (V) a partir de agua lo que puede contribuir a disminuir el problema del agua
contaminada con arsénico. También se utiliza como recubrimiento de vapor en calderas. (Mayo et al. 2007).
Una ventaja de las NPM es pueden ser dirigidas a lugares de interés con un campo magnético es decir,
presentan superparamagnetismo. (Lu et al. 2007). Se han experimentado también en usos biomédicos con
animales donde se emplean NPM con recubrimientos de azUcares para atacar diferentes tipos de cancer. Las
nanoparticulas ingresan a las células tumorales y con la aplicacion de campos magnéticos alternos se induce
hipertermia en la region afectada. (Tada et al. 2007). Otras nanoparticulas de interés son las

NP de Oro son estructuras que se caracterizan por contener de 20 a 15,000 atomos y sus dimensiones van de 1 a
1,000 nm. El tamafio que normalmente se utiliza en la medicina, va de 10 y 100 nm. Debido a su tamafio, las
NP de oro pueden atravesar las paredes de los vasos sanguineos y las membranas celulares para que puedan ser
distribuidos por el organismo. También, son faciles de sintetizar y manipular, por lo que se pueden obtener
diversas formas. (Fricker, 1996)
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Las nanoparticulas de oro pueden formar enlaces estables con azufre, carbono y otros elementos como fluor,
bromo y cloro. Una unién con una molécula bioldgica es con el &cido folico porque se han utilizado para atacar
células cancerigenas ya que se internalizan mejor por la union a receptores del el acido félico en este tipo de
células. (Dykman y Khlebstov 2012)

La estrategia de este trabajo es desarrollar NP core-shell con nucleo de magnetita recubierta de oro y nucleo de
oro recubierta de magnetita, aprovechando las caracteristicas magnéticas y propiedad térmica del oro después
de irradiarse con luz infrarroja. Estas NP core-shel pueden ser utilizadas para diferentes aplicaciones como
desinfeccion de agua u otras en biomedicina.

3. PARTE EXPERIMENTAL

Sintesis de nanoparticulas magnéticas
La sintesis de nanoparticulas magnéticas (Fe3O,) se realizé por el método de co-precipitacion basica de acuerdo
al procedimiento descrito por Cong et al, (2008) y Angheluta, et al, (2012).

Sintesis de Nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro se realizaron por medio de la reduccion de HAuCl, con citrato de sodio en medio
acuoso. Se realizaron dos formas, una empleando acido tanico como agente estabilizante y otra sin la utilizacion
del &cido tanico, de acuerdo a las instrucciones de Slot y Geuze (1985).

Sintesis de nanoparticulas magnéticas recubiertas de oro (FesO,@Au)

Una vez que se tuvo la magnetita pulverizada, en un vaso de precipitado de 250 mL, se pesaron 100 miligramos
de Fe304 y se diluyeron en 100 mL de agua destilada. Posteriormente, y en constante aplicacion se agregaron 15
mL de HAuCI,; a 46.5 Mm y 15 mL de &cido tanico mediante dos pipetas separadas y a una razén de 4 mL por
minuto. Al afadirlo, hubo un cambio de color a café-rojizo y se hicieron lavados para remover impurezas. Una
vez lavadas, se realizO precipitacion magnética para remover el sobrenadante y observar las nanoparticulas
magnéticas recubiertas de oro.

Nanoparticulas de oro recubiertas de magnetita (Au@Fe30,)

Primero, se preparo la solucion de Cloruro Férrico (FeCls) a 0.4M. Se agrego6 1.08g de FeCl; en 10 mL de agua
destilada. Después, se agitd aproximadamente por 10 minutos hasta obtener una solucion de color naranja
traslicido. Posteriormente, se prepard una solucion de FeCl, a 0.2M. Se agregaron 0.3975g a 10 mL de agua
destilada. La solucidn se agitd hasta obtener un color verde traslicido. (Cong, Y. 2008). Una vez que se tiene la
solucion de cloruro ferroso 0.2M, se agrega rapidamente a la solucion de cloruro férrico 0.4M, que se encuentra
en agitacion. Al tener esta solucion, se agrega una cantidad de nanoparticulas de oro y se colocan en agitacion
constante. (Angheluta et al. 2012)



-

> 2
CONGRESO NACIONAL DE TECNm
APLICADA A CIENCIAS DE LA SALUD
4,5y 6 de junio de 2015

“Generacion de Nuevas Técnicas
de Diagndstico y Tratamiento”

Para retirar la magnetita de la solucion se decanta por precipitacion magnética, se coloca el vaso de precipitado
que contiene la magnetita sobre un iman de neomidio hasta que la magnetita precipite. Después, se forma un
liquido incoloro sobrenadante que se decanta y el iman mantiene la magnetita en el vaso de precipitado

Para comprobar que la magnetita fue recubierta por el oro, no debe existir el color caracteristico en el
sobrenadante de la magnetita, y se debe observar un pequefio cambio de color en las nanoparticulas. Al no
existir color en el sobrenadante, quiere decir que el oro recubri6 a la magnetita y no se perdié producto en los
lavados realizados.

Propiedades térmicas de las nanoparticulas core-shell Au@Fe3;O4 0 FesO,@Au

Se pesaron diferentes cantidades de la NP-core-shell de interés (0, 1, 0.1,y 0.01 mg) y se adicion6 a una placa
Petri con 20 mL de agua destilada conteniendo un agitador magnético obteniéndose las siguientes
concentraciones 0, 0.05, 0.005 y 0.0005 mg/mL. Se midi6 la temperatura en intervalos de un minuto con un
termometro laser y determinar que concentraciones y tipo de de NP core-shell captan y difunden mejor la
temperatura.

Propiedades térmicas para inactivar E. coli con NP core-shell

Se prepard una placa Petri como se menciona en la seccidn anterior, pero en esta ocasion se irradio por 30 min
con una l&mpara germicida de luz UVasonm para esterilizar el sistema. Se usaron las mismas condiciones de
radiacion. Para este ensayo, se inocularon 0.1 mL de una suspension en fase logaritmica de Escherichia coli con
1X 10® UFC/mL a 20 mL de agua destilada con diferentes concentraciones de nanoparticulas de core-shell
Au/Fe304 0 Fes04/Au. Se tomaron alicuotas de 0.1 mL para cuenta viable realizando diluciones seriadas de
cada muestra hasta 10”. Cada muestra fue sembrada por duplicado e incubadas a 37°C toda la noche y contadas
para su andlisis. En paralelo, se fue midiendo la temperatura a diferentes tiempos (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30
min) usando un termémetro digital infrarrojo y manteniendo el sistema en agitacién con un agitador magnético.
Se uso agua sin NP como control y las mismas condiciones de irradiaciéon.

Todas las pruebas se corrieron por duplicado

Caracterizacion de las Nanoparticulas

Las nanoparticulas sintetizadas fueron caracterizadas por diversas técnicas de analisis instrumental (UV/vis a
380 y 780 nm), microscopia electronica de transmision (TEM), difraccion local de electrones (SAED) y
dispersion dinamica de luz (DLS).

4. RESULTADOS

Inicialmente se sintetizaron NP de magnetita y de oro por separado. Las NP de magnetita tuvieron tamafios de
desde 10 hasta 1,000 nm y particulas més grandes consideradas agregados (Figura 1a). Las particulas de oro
también tuvieron también tamafios que fluctuaron de 100 a 1000 nm (Figura 1b). Los analisis de espectroscopia
UV fueron las correspondientes previamente reportadas (OCW, 2013)y estan relacionadas con el tamafio de
particula (dato no mostrado). Por otro lado las NPM recubiertas de oro, también después de la sintesis
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(Fig

ura 1c) y las NP de oro recubiertas con magnetita mostraron tamafios alrededor de 400 a 5,000nm debido a la
formacion de agregados (figura 1d). Imégenes selectas de TEM se muestran en la Figura 2.

Figura 1. Analisis por DLS de los tamafios relativos de las diferentes NP sintetizadas. A, NP de magnetita; B, NP de oro; C, NPM

recubiertas con oro y D, NP de oro recubiertas con magnetita.
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Figura 2. Micrografias TEM y difraccion de electrones selecta para una nanoparticula de FezO, recubierta de Au. La imagen muestra
una estructura cristalina tipo icosaédro, tipica del oro.

Propiedades de difusion térmica

Se midieron las propiedades de difusion térmica de los dos tipos de NP core-shell, encontrandose que las NP de
oro recubiertas con Fe3O4, mantienen una difusion de calor mas alta que las NP de Fe;O, recubiertas con oro,
excepto donde se us6 mayor concentracion como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Incremento de difusién de temperatura en un sistema acuoso conteniendo diferentes concentraciones de
NP de Au/Fe;0,4 0 FesO4/Au por irradiacion infrarroja.

Tiempo de °C solo agua °C con °C con °C con °C con °C con °C con
exposicion 0.05 mg/mL | 0.05 mg/mL [0.005 mg/mL[0.005 mg/mL| 0.0005 0.0005
de Au/Fe;0, | de Fe;O4/Au | de Au/Fe;0, |de FesO4/Aul mg/mL de | mg/mL de
Au/Fes0, | Fe;O4/Au
0 min 20.7 215 215 21.9 215 215 215
1 min 23.7 23.8 244 24 24.01 23.6 24.8
2 min 23.8 255 25.2 255 24.6 24.6 25.8
3 min 25.5 26.2 26.0 26.6 25.8 25.4 27.2
4 min 25.7 26.5 27.0 275 26.6 26.0 27.7
5 min 26.8 275 28.0 27.7 27.3 26.7 28.0
6 min 27.06 27.8 28.8 28.3 28.5 275 28.8
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Img 1mg .01mg .01mg .001 mg.001 mg 0 _
Concentracién img 1mg .0lmg O0.mg 0.001 .01mg
mg
Concetracion
7 min 27.6 28.8 29.0 29.1 28.7 28.0 29.3
8 min 27.8 28.9 29.5 29.3 29.4 28.2 29.5
9 min 28.0 29.7 30.3 29.8 29.8 28.5 30.1
10 min 28.9 30.7 30.8 30.2 30.2 28.6 30.5
Cambio de T° 8.2 9.2 9.3 8.3 8.7 7.1 9.0

En las pruebas de inactivacion de bacterias, se observd un mejor efecto de inactivacion con las NP de
Fe30,4 que con las NP de oro recubiertas con Fe304 como se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Porcentaje de inactivacion de Escherichia coli durante la irradiacion de infrarroja y con las dos NP core-shell. Las barras de
un solo color en cada grafica corresponden al ensayo en presencia de NP pero sin radiacion.

5. CONCLUSIONES
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En este trabajo, se obtuvieron nanoparticulas core-shell de Fe3O4/Au con tamafio intervalo de 140-1000nm y de
Au/Fe;04 con tamafio intervalo de 400-1400nm, Estas nanoparticulas incrementaron la temperatura con
respecto al control en 1°C después de 10 minutos de irradiacién con una lampara de 50 Watts estando a una
distancia de 20 cm y usando 0.0005 mg/mL. Se esperaba que sélo las NP magnetita/oro, incrementaran la
temperatura del agua pero también se encontré que las NP de oro recubiertas con magnetita son igualmente
efectivas. En el intento de inactivar las células de Escherichia coli bajo estas condiciones, la NP de
magnetita/oro aparentemente fueron més eficientes para inactivar a esta bacteria en 10 minutos. Es necesario
caracterizar mejor las NP sintetizadas, y probar nuevos tiempos de radiacién para encontrar las mejores
condiciones de inactivacion de bacterias con este sistema. Este tipo de nanomateriales puede ser Utiles en
procesos de desinfeccion de agua potable o sistemas acuosos, donde la propiedad magnética de estas
nanoparticulas permita su remocion antes de usar el agua. Asi mismo, estas NP pueden ser Utiles en otros
procesos biomédicos como en el tratamiento de cancer. Sin embargo, se hace necesario estandarizar mejor el
sistema
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