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Resumen de la tesis que presenta Williams de Jesus Jiménez Martinez como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Sintesis de nanoparticulas de oro con morfologia de cubos céncavos y
su influencia in vitro en la viabilidad y morfologia de osteoblastos

Resumen aprobado por:

Dra. Karla Oyuky Juarez Moreno Dr. José Manuel Romo Herrera
Codirectora de tesis Codirector de tesis

El estudio de los nanomateriales (NMs), es de gran interés debido a sus propiedades como tamafio,
naturaleza quimica y forma. Las nanoparticulas de oro (AuNPs), en formas como esferas, rodillos, estrellas
son utilizadas en diagndstico y terapias tumorales, mientras que los cubos cdncavos, son prometedores
en el diagndstico y marcaje molecular, debido a su efecto de resonancia del plasmén de superficie
localizado (LSPR); sin embargo, no existen estudios toxicoldgicos in vitro que permitan asegurar su
biocompatibilidad. Es por ello, que se realizé la sintesis de nanocubos céncavos de oro (AuNCCs) y la
evaluacion de su efecto citotdxico en osteoblastos murinos MC3T3-E1, ya que pertenecen al sistema éseo
y son células que permiten la regeneracién y maduracidn de los huesos. En este trabajo se logré sintetizar
de forma sistematica 3 tamafios de nanocubos etiquetados como: Pequefios (22+4 nm), Medianos (354
nm) y Grandes (4013 nm); en 3 diferentes concentraciones de AUNCCs: 0.45 mM, 2.25mM y 4.5 mM de
Au®, para cada tamario. Se evaluaron sus propiedades fisicoquimicas y se monitored su estabilidad coloidal,
mediante espectroscopia UV-Visible, microscopia electréonica de transmisién (TEM), dispersion de luz
dindmica (DLS) con mediciones de didmetro hidrodinamico y potencial zeta. Ademads de evaluar su
toxicidad y los cambios morfolégicos en osteoblastos inducidos por exposicién de 48 horas a los AUNCCs,
mediante ensayos como reduccién de MTT, generacién de ROS, hemocompatibilidad, tipo de muerte
celular e internalizacidn por citometria de flujo. Los resultados de este proyecto indican que un menor
tamafio y mayor concentracién de AuNCCs, inducen una mayor toxicidad al aumentar la generacion de
ROS y también produciendo cambios en la morfologia celular. Se obtuvo la concentracion inhibitoria media
(ICso) de estos cubos y la cantidad adecuada en la cual estos AUNCCs no causan toxicidad en los
osteoblastos ni en pruebas de hemocompatibilidad. Se encontré también que los AUNCCs producen en
mayor porcentaje muerte por apoptosis temprana y estos también se internalizan en las células, siendo
esto més visible en concentraciones de 2.25 mM de Au® para los AUNCCs de todos los tamafios.

Palabras clave: nanoparticulas de oro, osteoblastos, nanocubos céncavos de oro, nanotoxicologia



Abstract of the thesis presented by Williams de Jesus Jiménez Martinez as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Nanoscience

Synthesis of gold nanoparticles with morphology of concave cubes and their effects on the viability
and morphological changes of osteoblasts

Abstract approved by:

Dra. Karla Oyuky Juarez Moreno Dr. José Manuel Romo Herrera
Thesis Co-director Thesis Co-director

The study of nanomaterials (NMs) is of great interest due to their size, chemical nature, and shape
properties. Gold nanoparticles (AuNPs), in shapes such as spheres, rods, and stars, are used in tumor
diagnosis and therapy, while concave cubes are promising in molecular diagnosis and labeling due to their
localized surface plasmon resonance effect (LSPR). However, to the best of our knowledge, there are no
in vitro toxicological studies to confirm their biocompatibility. Therefore, in this work, the synthesis of
concave gold nanocubes (AuNCCs) and the evaluation of their cytotoxicity on MC3T3-E1 murine
osteoblasts were carried out. Herein, the systematic synthesis of 3 sizes of AUNCCs: Small (22+4 nm),
Medium (354 nm), and Large (4013 nm), with 3 different concentrations of AUNCCs at 0.45 mM, 2.25
mM, and 4.5 mM, for each of them is presented. Physicochemical characterization was carried out to
monitor the stability through UV-Visible spectroscopy, transmission electron microscopy (TEM), dynamic
light scattering (DLS), with measurements of hydrodynamic diameter and z potential. The morphological
changes of osteoblast after 48 hours of exposition to AuNCCs indicate that cells undergo cell death. In
addition, cytotoxicity, type of cell death, ROS generation, hemocompatibility, and internalization of
AuNCCs were assessed. The results indicate that the smaller size of AuNCCs and higher AuNCCs
concentration induce more significant toxicity by increasing ROS generation, cell death by early apoptosis,
and producing changes in cell morphology. The half-maximal inhibitory concentration (ICso) of AuNCCs was
obtained, as also the concentrations in which AuUNCCS are biocompatible and hemocompatible. It was
found that AuNCCs internalized to osteoblast at concentrations of 2.25 mM Au® in AuNCCs.

Keywords: gold nanoparticles, osteoblasts, gold concaves nanocubes, nanotoxicology
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Capitulo 1. Introduccidn

El estudio de los nanomateriales (NMs), su sintesis y aplicaciones, son de gran interés debido a sus diversas
propiedades fisicoquimicas como su tamafio pequefo, elevada area superficial, carga superficial, quimica
superficial y naturaleza quimica (Gumiel, 2020). Esto ha permitido su uso en diversas areas con
aplicaciones tecnoldgicas en electrénica, dispositivos de energia alternativa y en el drea bioldgica. Para
aprovechar al maximo estas caracteristicas, se requiere de una vasta identificacion y andlisis de su
toxicidad mediante modelos in vitro e in vivo para brindar resultados que puedan garantizar la seguridad
de su uso como biomateriales. Con estos estudios se asegura que los potenciales riesgos derivados de las
exposiciones a lo largo de su sintesis, uso, comercializacion y posterior desecho queden completamente
identificados y documentados para su correspondiente aplicacion (Mohammadpour, 2020). Los NMs
pueden tener distinta naturaleza quimica. Como ejemplo se encuentran los NMs desarrollados a base de
polimeros, cerdmicos, derivados del carbono como el grafeno y los nanotubos de carbono, quantum dots
(QD), oxidos-metdlicos y metales. Estos ultimos son los que han tenido buenos resultados en el area
bioldgica, por ello se sigue buscando mejorar las propiedades de las nanoparticulas metdlicas. Las
nanoparticulas (NPs) metalicas, en especial las que se basan en oro (AuNPs), estan entre las mas usadas
en diversos procesos, y en el area médica para el marcaje, diagndstico y terapia de tumores malignos (Fan

y Zhang, 2020).

Estos estudios se han realizado con distintas variaciones de AuNPs, por ejemplo, diferentes tamafios y
formas como nanoesferas, nanorodillos o nanoestrellas. El estudio de estas AUNPs ha aumentado en los
ultimos afios, provocando que diversos grupos de investigacion se interesen en la sintesis de nuevas
formas de este tipo de NPs como, por ejemplo, en la obtencién de nanocubos concavos de oro, que tienen
grandes y benéficas propiedades en el desarrollo de herramientas para aplicaciones como la deteccion
molecular, el diagndstico y caracterizacién de biomoléculas que pueden ser adsorbidas en la superficie de
las NPs (Salata, 2004). Los nanocubos concavos de oro son de gran interés para el campo de materiales en
el estudio por espectroscopia de dispersion Raman amplificada en la superficie (SERS) (Romo-Herrera,

2016).

Sin embargo, en comparacién con las tradicionales formas de AuNPs: esferas, rodillos y estrellas. Los
nanocubos de oro no tienen estudios de evaluaciones toxicoldgicas que permitan usarlas como un

potencial biomaterial novedoso.



1.1 Antecedentes

A lo largo de los afios, se han desarrollado nuevos métodos de sintesis de las AuUNPs para mejorar sus
propiedades fisicoquimicas y obtener morfologias variadas. Esto ha arrojado diversos resultados
generando interés en este tipo de NPs para sus posibles aplicaciones en el campo bioldgico. Las AuNPs
tienen una amplia gama de aplicaciones en diversas dreas como la medicina, biologia, éptica, catalisis y
materiales, las cuales siguen aumentando y desarrolldndose debido a las nuevas técnicas de sintesis y
caracterizacion de este tipo de NPs. Actualmente, estos materiales han sido utilizados en el drea biolégica,
en la industria bioquimica, en el disefio de nuevos farmacos inteligentes, marcadores moleculares,
antitumorales, entre otros. Por tal motivo, es de suma importancia el conocer tanto sus caracteristicas
fisicoquimicas como su toxicidad, para su correcto manejo y exposicion por parte del usuario de este tipo

de aplicaciones (Salata, 2014).

Durante los ultimos afios, la nanotoxicologia se ha enfocado en estudiar las interacciones entre las
propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas y sus efectos téxicos en los diferentes sistemas
bioldgicos, evaluando parametros como la modificacion de la morfologia, funcién, y viabilidad celular entre

otros.

1.1.1 Clasificacion de los nanomateriales

a) Clasificacion por su dimensionalidad

Existe una clasificacion de los nanomateriales basada en el aspecto del material y cuantas de sus
dimensiones se encuentran dentro de la escala nanométrica (Buzea, et al., 2007). De tal forma que se

clasifican de la siguiente manera:

e Cero dimensiones (0 D): Es aquel nanomaterial en el que todas sus dimensiones se encuentran en

el rango de 1-100 nanometros (nm).

e Unidimensional (1 D): Es aquel nanomaterial en el que una de sus tres dimensiones se encuentra

fuera del rango de 1-100 nm.
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e Bidimensional (2 D): Es aquel nanomaterial en el que dos de sus dimensiones se encuentran fuera

del rango de 1-100 nm.

e Tridimensionales (3D): Son aquellos materiales cuyas tres dimensiones se encuentran fuera del

rango de 1-100 nm.

b) Clasificacion por su morfologia

En los nanomateriales, otra caracteristica muy importante para ser clasificados es su morfologia. En ese
sentido, pueden mencionarse: esferas, cubos, prismas, rodillos, tubos, estrellas, entre otros (Buzea, et al.,

2007).

c) Clasificacidn por la composicidon quimica

Los nanomateriales pueden clasificarse de acuerdo con su naturaleza quimica: se encuentran los metales,
dxidos metdlicos, polimeros, cerdmicos y derivados del carbono como los fullerenos, grafeno y nanotubos
de carbono, cada uno con sus propiedades y caracteristicas distintivas. Algunos ejemplos de

nanoparticulas metalicas que existen son de oro, plata, cobre, platino, entre otros metales.

1.1.2 Nanoparticulas metalicas

Como su nombre lo indica son nanoparticulas que tienen como base a un metal. Una caracteristica comun
de este tipo de NPs corresponde a sus propiedades electrénicas relacionadas con la ausencia de una

brecha prohibida, separando la banda de conduccién de la banda de valencia.

Cuando se compara una nanoparticula metalica con su contraparte de bulto, se pueden observar
diferencias significativas en su reactividad quimica, estabilidad cinética y termodinamica, interaccién con
el medio en el que se encuentren, entre otros, todo esto influenciado por la elevada relaciéon superficie-

volumen que poseen (Zhang-Wang, 2017).



1.1.2.1 Nanoparticulas de oro (AuNPs)

Las nanoparticulas metdlicas se han explotado ampliamente para aplicaciones biomédicas siendo las

nanoparticulas de oro (AuNPs) unas de las mas destacables

Sus caracteristicas electrdnicas, fisicoquimicas y en particular épticas, con su resonancia del plasmén de
superficie localizado (LSPR), pueden ser modificadas al alterar la forma y tamafio de las NPs. La facilidad
de sus sintesis y funcionalizacidon han promovido sus diversas aplicaciones en el campo biomédico (Elahi,

etal., 2018).

1.1.2.2 Resonancia del plasmoén de superficie localizado (LSPR)

Una de las propiedades mads importantes de las nanoparticulas metalicas de oro estd ampliamente
relacionada con la resonancia del plasmdn de superficie localizado, por sus siglas en inglés LSPR “Localized

Surface Plasmon Resonance”.

El LSPR, es el movimiento oscilatorio coherente y colectivo de los electrones libres de la nanoparticula, en
respuesta al campo eléctrico de una radiacidn electromagnética incidente. Para el caso del oro, este efecto
es dado con la radiacidn electromagnética de la longitud de onda en el espectro visible o infrarrojo
cercano, dependiendo fuertemente del tamafio y forma de la AuNPs (Liz-Marzan, 2004). Entre las
principales aplicaciones de este tipo de propiedades se encuentra la Espectroscopia por Dispersion Raman
incrementada en la Superficie (SERS, por sus siglas del inglés surface-enhanced Raman spectroscopy),

(Chang, et al., 2016).

1.1.2.3 Nanocubos de oro concavos (AuNCCs)

Entre las distintas morfologias que pueden adquirir las AuNPs, destacan las formas con puntas agudas ya
que estas zonas pueden concentrar grandes campos eléctricos al ser excitado su LSPR, de gran interés para

aplicaciones de deteccidn mediante espectroscopia SERS (Romo-Herrera, et al., 2016).

Una de las formas de AuNPs desarrolladas a partir del interés por su actividad plasmdnica, son los

nanocubos céncavos de oro (AuNCCs), debido a los altos campos eléctricos que logran concentrarse de
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forma similar cerca en cada una de sus ocho esquinas. Esto ocasiona que los AUNCCS presenten un
incremento en la sefal SERS, técnica con la cual es posible la identificacién de moléculas con sefiales

débiles debido a su baja concentracion.

1.1.3 Sintesis de AuNPs mediadas por semillas

Existen diversos métodos de sintesis de nanoparticulas metalicas y en especifico para obtener diversas

morfologias de AuNPs (Scarabelli, et al., 2015).

El método de sintesis mediado por semillas es uno de los que mejores resultados ha arrojado. Este tipo de
técnica fue reportado por primera vez para la preparacién de nanocubos céncavos, por el grupo de
investigacion de Zhang y colaboradores (Zhang, et al., 2010). Consiste en la preparacion de semillas de oro
mediante una reduccion de la sal del acido cloroatrico HAuCls, por la presencia de una solucién en frio y
recién preparada de borohidruro de sodio NaBH,, en presencia de un agente surfactante derivado de una
sal cuaternaria de amonio como el cetiltrimetil amonio (CTAC) o el bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB). Estas semillas son caracterizadas y purificadas para posteriormente ser agregadas a una solucién
de crecimiento que es preparada mediante la adicién de HAuCl, como precursor, junto con la adicién de
nitrato de plata (AgNQOs), acido clorhidrico (HCl) y acido L-ascdrbico, en presencia de un agente surfactante

como CTAC.

1.1.4 Nanotoxicologia: generalidades e importancia

Derivado del aumento en la sintesis de los nanomateriales y la exposicion de los seres vivos a éstos, surgio
una rama de las nanociencias que estudia y evalla los efectos téxicos en los diferentes seres vivos y el
ambiente debido a las exposiciones a los nanomateriales. Ademas, se encarga de estudiar los mecanismos
de las respuestas celulares, la forma de controlarlas, asi como los procedimientos para detectar, identificar
y determinar la interaccién bioldgica con los nanomateriales y su impacto en las posibles respuestas
toxicas (Eaton-Gilbert, 2008). Otro de los objetivos finales de la nanotoxicologia es el de garantizar la
bioseguridad de los nanomateriales para sus futuras aplicaciones en la industria y en productos
comerciales y de consumo diario. Algunos nanomateriales, en su mayoria de naturaleza metalica, han sido
utilizados en el dmbito bioldgico, electrdnico, textil, alimenticio, entre otros, por lo que es indispensable

determinar su biocompatibilidad en sistemas in vitro e in vivo.
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Diversos analisis han determinado que la biocompatibilidad de las nanoparticulas metalicas estd asociada
a su tamafio, forma, distribucién y aglomeracién, llegando a reaccionar con los componentes biolégicos y

afectando las funciones celulares y por consiguiente a todo el organismo (Cheng Y-S, et al., 2009).

1.1.4.1 Mecanismos de internalizacion de los nanomateriales en la célula

Los NMs pueden entrar al sistema bioldgico por medio de multiples vias como la inhalacién, via oral o
incluso la dérmica. Una vez dentro, los NMs interactiian con distintas células en el cuerpo por medio de
la membrana celular. Existen distintas vias de internalizacién o endocitosis de los NMs, por ejemplo, las
dependientes de clatrina, dependientes de caveolas, la endocitosis independiente de receptores,
fagocitosis y pinocitosis, siendo esta ultima la via mas comun para la internalizacién de NMs de forma
inespecifica. En todos estos mecanismos, los nanomateriales son encapsulados en vesiculas membranales

selectivas, a las que se conocen como endosomas.

Las propiedades fisicoquimicas de los NMs, también pueden influenciar cual de las vias de internalizacidon
serd utilizada por la célula para llevarlo hacia el citoplasma o los organelos celulares. Shang y colaboradores
reportaron que estos mecanismos no son mutuamente excluyentes, por el contrario, un mismo NM puede
utilizar distintas vias de internalizacién al mismo tiempo (Shang, 2014). A su vez, las vias de internalizacion

varian de un tipo de célula a otra dependiendo de su actividad bioldgica.

Entre las células que tienen una funcion fagocitica, se encuentran los monocitos/macréfagos, neutrdfilos,

células dendriticas, mastocitos, entre otras.

1.1.4 Mecanismos de toxicidad celular inducidos por los NMs

1.1.5.1 Citotoxicidad

Segun lo descrito por Lewinski y colaboradores, uno de los principales efectos derivados de la exposicidn
celular a los NMs, es la citotoxicidad, que puede comprometer la estructura de la membrana celular,

provocando dafios en ésta, cambios en la morfologia celular, desestabilizacién de su correcta funcién y
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alterando su actividad en el intercambio de sustancias entre el interior y el exterior celular, influyendo

directamente en su viabilidad (Lewinski, et al., 2008).

1.1.5.2 Estrés oxidante

Alkilany y colaboradores, en 2010, reportaron que el blanco inicial para desencadenar un efecto citotdxico
por un NM, especialmente las nanoparticulas metalicas, son las membranas celulares. Esto se debe a que
la forma idnica del metal, que puede ser segregado por las nanoparticulas metalicas, causa el dafio celular
mas severo, pues presentan una mayor difusién, disponibilidad y distribucidn al interaccionar con algunas
proteinas como las metalotioninas encargadas del transporte de los metales y sus respectivos iones hacia

el interior de la célula (Alkilany, et al., 2010).

Uno de estos dafos esta relacionado con la disrupcion de la cadena respiratoria mitocondrial, al aumentar
la produccién de especies de oxigeno altamente reactivas (ROS, del inglés reactive oxygen species) creando
un desequilibrio por el aumento de radicales libres y la disminucién del sistema antioxidante celular,
ademas de la interrupcidn de la sintesis de ATP, provocando dafios en el interior de la célula (J.J-Li, et al.,

2010).

1.1.5.3 Genotoxicidad

Otro de los efectos de toxicidad desencadenados por los NMs es el dafio al material genético, también
conocido como genotoxicidad. Este es un mecanismo que puede provocar dafos reversibles e irreversibles
al ADN, ocasionando mutaciones, aberraciones cromosémicas y deleciones del material genético.
Utilizando una técnica conocida como ensayo cometa, Paino y colaboradores reportaron que las AuNPs
con un didmetro de 20 nm y concentraciones mayores a 50 uM, por un tiempo de exposicién de 24 horas,

pueden causar genotoxicidad en células hepaticas (Paino, et al., 2012).

1.1.5.4 Inflamacidn

Otro de los mecanismos de toxicidad que pueden inducir los NMs en las células, son los procesos de

inflamacidn, una vez que la célula activa un mecanismo de respuesta inmunoldgica frente a la posible
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toxicidad de estas particulas. Este mecanismo incluye la secrecidon de enzimas digestivas, citosinas, etc.,
que eliminan a la célula dafiada, sin embargo, si no es posible deshacerse de los agentes que ocasionan el
dafio, la produccién de estas sustancias aumenta, lo que puede comprometer la funcidn del tejido, asi

como los lugares adyacentes a este (Gutiérrez-Araujo, et al., 2021).

Sin embargo, estudios relacionados con respuestas inflamatorias, han demostrado que las AuNPs no
tienen este tipo de respuesta, al contrario, pueden tener actividad antinflamatoria (Sumbayev, et al.,

2012).

En este trabajo se busca evaluar el efecto de AuNPs con morfologia de cubos cdncavos mediante diferentes

ensayos toxicoldgicos usando como modelo celular in vitro a los cultivos celulares de osteoblastos.

Toxicidad de las nanoparticulas de Au en Osteoblastos

1.1.6.1 Osteoblastos como modelo celular para estudios in vitro

Los osteoblastos son células del tejido 6seo encargadas de la remodelacion de este sistema, se encuentran
alolargo de todo el cuerpo en el sistema dseo, especificamente en la capa de los huesos llamada epiteloide
de células cilindricas, implicadas en condensar los componentes de la matriz 6sea y junto con los

osteoclastos logran la constante renovacidn de los huesos.

Los cultivos celulares de osteoblastos obtenidos mediante explantes dseos ya sea de humano o de ratén,
son un buen modelo de estudio para la actividad celular osteoblastica in vivo y/o in vitro debido a los
factores reguladores que estos pueden presentar con la exposicion de algunos farmacos, y en este caso

con nanomateriales.

La linea celular de osteoblastos MC3T3-E1 es usada en estudios de cultivo celular in vitro, se deriva de la
primera linea celular de fibroblastos del grupo de investigacion de Peck y colaboradores, en 1964, donde
se establecid un modelo primario de cultivo de osteoblastos viables, sin embargo, no se eliminaron por
completo células con caracteristicas totales de fibroblastos (Peck, et al., 1964). En recientes afios y

teniendo en cuenta los antecedentes mencionados Bakker y Klein-Nulend en el afio 2012 lograron aislar
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células preosteoblasticas, a las cuales se les indujo su maduracidn para obtener osteoblastos (Bakker y

Klein-Nulend, 2012).

1.1.6.2 Toxicidad de las AuNPs en osteoblastos

Se ha reportado que la toxicidad de las AuNPs puede ser afectada por sus distintos tamafios y formas de
las NPs, por su gran area de superficie en relacion con su volumen, reactividad superficial y debido a los
diferentes recubrimientos o funcionalizaciones quimicas que contengan (Goodman, 2004). Las
interacciones de las AuNPs con los sistemas bioldgicos se asocian con sus diferentes propiedades
fisicoquimicas, una de ellas es su tamafio, que favorece su internalizacidn en las células, asociando a que
una AuNP mds pequefia es mds toxica, por lo que se enfatiza la relevancia en estas caracteristicas para

evaluar sus posibles aplicaciones bioldgicas (Sani, 2021).

Por ejemplo, algunas de estas AuNPs causan distintos efectos téxicos en osteoblastos, influyendo en su
morfologia y viabilidad. Estudios recientes reportados por el grupo de investigacion de Shiao-Wen y
colaboradores en el afio 2013, mencionan que la morfologia, tamafio y funcionalizacién de las AuNPs estd

relacionada con su toxicidad en las células de osteoblastos.

Se hareportado que en la linea celular MG63 de osteoblastos, a partir de 20 horas de exposicidon, las AUNPs
con formas esféricas de 10 nm a una concentracién de 10 pg/mL, son mas toxicas que las nanoesferas con
mismo tamanio a concentraciones de 1 pug/mL, pues causan dafio en la morfologia celular (Shiao-Wen, et

al., 2013).

Por otro lado, Taylor y su grupo de investigacion, compararon la toxicidad de nanoesferas y nanorodillos
de Au de 10 nm, encontrando que a distintas concentraciones en los osteoblastos MG63, a una exposicion
por 24 horas y a partir de 9.85 pg/mL, existe una inhibicién en el crecimiento celular con ambas formas de

las AuNPs, teniendo un mayor cambio con los nanorodillos (Tayler, et al., 2010).

En el afio 2013 Kwang Sik Suh y colaboradores, reportaron que nanoesferas de Au causan una mejora en
la diferenciacién celular y efectos protectores en la disfuncion mitocondrial en células osteoblasticas
MC3T3 en relacion con el incremento del didmetro de la nanoparticula empleada, las evaluaciones fueron
realizadas con tamafios de las AuNPs de 5, 10 y 20 nm en concentracion de 10 pg/mL por un tiempo de

exposicién de 24 h (Kwang-Suh, et al., 2013).
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Sin embargo, otras NPs con morfologias como los AuNCCs, no cuentan con este tipo de estudios, por lo

que, en este trabajo, se realizardn ensayos toxicoldgicos para determinar las posibles influencias de estas

AuNPs.

1.2 Hipétesis

Los nanocubos céncavos de oro (AuNCCs) con tamafios menores a 40 nm ocasionan alteraciones negativas

en la viabilidad y morfologia de osteoblastos murinos MC3T3-E1.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto toxicoldgico de la sintesis de diferentes tamafios de nanoparticulas de oro con morfologia

de cubos céncavos y su efecto en la viabilidad y morfologia celular de osteoblastos murinos MC3T3-E1.

1.3.2 Objetivos especificos

a) Determinar la sintesis de tres diferentes tamafios de nanoparticulas de oro (AuNCCs) con
morfologia de cubos céncavos.

b) Determinar la distribucion de tamafios, potencial zeta y resonancia del plasmén de superficie
localizado (LSPR) de los AuNCCs sintetizados.

c) Determinar la citotoxicidad de diferentes concentraciones de los distintos AUNCCs en osteoblastos
murinos MC3T3-E1.

d) Comparar los cambios morfoldgicos celulares inducidos por la exposicion de los osteoblastos a
diferentes concentraciones de AuNCCs y determinar si los AUNCCs son internalizados por las
células.

e) Determinar el estrés oxidativo en osteoblastos murinos expuestos a diferentes concentraciones

de los 3 tipos de AuNCCs.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sintesis de tres diferentes tamafos de AuNCCs

La sintesis de AUNCCs se llevé a cabo por el método descrito por Romo-Herrera y colaboradores en 2016,
con la modificacion del uso de agua Milli Q durante toda la sintesis. Este método consta de cuatro pasos
en la siguiente secuencia: 1) Sintesis de semillas, 2) dilucién de semillas, 3) crecimiento de AuNCCs y 4)

disminucién de concentracion del agente estabilizante usado durante la sintesis.

Reactivos: Cloruro de cetiltrimetilamonio (CTAC) (Sigma Aldrich 292737), Acido tetracloroaurico
trihidratado (HAuCl4.3H,0) (Sigma Aldrich 520918), Borohidruro de sodio (NaBH,) (Sigma Aldrich 71320),
Nitrato de Plata (AgNOs) (Sigma Aldrich 209139), Acido ascérbico (CsHgOs) (Sigma Aldrich A7506), Acido
clorhidrico (HCI) y Agua Milli Q.

Preparacion de soluciones madre: Se prepararon las soluciones madre en agua a las siguientes molaridades
para ser usadas en la sintesis de semillas de oro y cubos cdncavos. CTAC 100 mM, HAuCl4.3H,0 10 mM,

NaBHs 40 mM, AgNOs 10 mM, Acido ascérbico 100 mM y HCI 1M.

Preparacion de semillas de oro: Se afiadieron abruptamente 150 pL de la solucién madre de NaBH,,
previamente enfriada a punto de congelacion a la mezcla que contenia 10 mL de solucién madre de CTAC

y 250 pL de solucién madre de HAuCls.3H,0 bajo agitacidn vigorosa (aproximadamente 500 r.p.m.).

Se mantuvo esta velocidad de agitacidn durante 1 minuto, posterior a esto se redujo su velocidad a un
nivel bajo y se dejé asi durante 2 horas a temperatura ambiente. Con esto se obtuvieron AuNPs con

morfologia esférica de aproximadamente 2-3 nm tipo semillas.

Dilucién de semilla de oro: Utilizando las semillas de oro previamente obtenidas, se realizaron 3 diluciones
con solucién madre de CTAC para ser utilizada para el crecimiento de los diferentes tamafios de AuNCCs.
Estas diluciones fueron 1/10, 1/100y 1/200 (v/v). Estas diluciones tienen esta relacion debido a que entre
mayor sea la dilucién (menor cantidad de semillas), el tamafio de los AUNCCs en el crecimiento sera mayor,
buscandose obtener tres distintos tamafios a los que se etiquetaron como: pequeios, medianos y grandes

respectivamente.
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Crecimiento de AuNCCs: Para la obtencién de los diferentes tamafios de los AUNCCs, se siguié una misma
metodologia con excepcién de la adicion de semillas utilizandose las distintas diluciones de semillas. (1/10

para tamafio pequefio, 1/100 para tamafio mediano y 1/200 para tamafo grande).

A 10 mL de solucidn madre de CTAC bajo agitacién media (300 r.p.m.) se afiadieron de forma secuencial
500 pL de solucidn madre de HAuCls.3H,0, 100 pL de solucion madre de AgNOs, 200 uL de solucién madre
de HCI, 100 pL de solucién madre de Acido ascérbico y 100 pL de dilucidn de semillas. Se dejé en agitacién
vigorosa (500 r.p.m.) durante 1 minuto y posteriormente se disminuyd a una velocidad moderada y se dejé

en agitacion por una hora a temperatura ambiente.

Terminado este tiempo se realizd el lavado de la dispersién de AuNCCs de la siguiente manera: Se
centrifugaron a las siguientes revoluciones y tiempos dependiendo del tamafio de los AUNCCs: 2800 RCF
por 15 minutos para los cubos medianos y grandes y 3500 RCF por 30 minutos para los cubos pequeiios;
dividiendo 10 mL de dispersién de AuNCCs en 5 tubos eppendorf con capacidad de 2 mL cada uno,
posterior a ello se retird el sobrenadante y se adiciond el mismo volumen de solucién madre de CTAC para

resuspender los AUNCCs (se realizaron 3 lavados iterativamente).

La concentracidn final de CTAC al terminar los lavados es de 100 mM. Para evitar tener en exceso la
presencia de CTAC en las dispersiones de AUNCCs, debido a su toxicidad ante las células (Zhou, et al., 2018),
fue necesario bajar su concentracion hasta un punto donde esta fuera suficientemente baja para
minimizar el dafio, sin llegar a comprometer la agregacion de los AuUNCCs. La concentracion adecuada fue
0.1 mM de CTAC (la disminucidon en concentracién de CTAC fue realizada con 24 horas de anticipacion

previa a los experimentos celulares).

Disminucién de la concentracién del surfactante: La concentracion inicial de CTAC en la dispersion de
AuNCCs es de 100 mM, por lo que se requirié realizar una primera disminucién a 10 mM de CTAC. Para lo
cual, colocaron 2 mL de dispersidn de AuNCCs en 1 tubo eppendorf de 2 mL, se centrifugd segun los
tiempos y RCF mencionados anteriormente dependiendo del tamaiio de los cubos, terminado este tiempo
se extrajeron 1.8 mL de sobrenadante y se adiciond el mismo volumen de agua Milli Q, donde se
resuspendieron. En un siguiente paso se disminuyd la concentracidon de CTAC a 1 mM. Se colocaron los 2
mL de AuNCCs (10 mM de CTAC) en 1 tubo eppendorf de 2 mL, se centrifugd segun los tiempos y RCF
mencionados anteriormente dependiendo del tamafio de los cubos, finalizado este tiempo se retiraron

1.8 mL de sobrenadante y se adicioné el mismo volumen de agua Milli Q, para resuspender nuevamente.
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Para el tercer y ultimo paso se disminuyd la concentracidon de CTAC a 0.1 mM. Se colocaron nuevamente
los 2 mL de AuNCCs (1 mM de CTAC) en tubos eppendorf de 2 mL, se centrifugd segln los tiempos y RCF
mencionados anteriormente dependiendo del tamafio de los cubos, culminado este tiempo se retiraron
1.8 mL del sobrenadante y se adiciond el mismo volumen de agua Milli Q, concluyendo con su
resuspensién. Estos AUNCCs terminaron con una concentracion final de 0.1 mM de CTAC y 0.45 mM de

AlC.

Ademas de evaluar el tamafio de los AUNCCs, es importante el estudio del efecto toxicoldgico de diferentes
concentraciones de nanoparticulas. Para ello, se prepararon dispersiones a mayor concentracidon de

AuNCCs manteniéndose fija la concentracion minima (0.1 mM) de CTAC.

AUNCCs concentrados: Partiéndose de 20 mL de dispersion de AUNCCs 10 mM de CTAC, la dispersién fue
transferida y dividida en 10 tubos eppendorf de 2 mL cada uno, se centrifugaron segun los tiempos y RCF
mencionados anteriormente dependiendo del tamano de los cubos, terminado se extrajeron de cada tubo
1.8 mL de sobrenadante y se adiciond el mismo volumen de agua Milli Q para resuspenderlos,
obteniéndose una dispersion 1 mM de CTAC. Esta nueva dispersiéon de AuNCCs fue transferida a 10 tubos
eppendorf de 2 mL cada uno y centrifugados por 30 min a 4000 RCF, terminado este tiempo se extrajeron
de cada tubo 1.8 mL de sobrenadante, resuspendiendo el pellet con el precipitado de volumen restante

de 0.2 mL en cada tubo eppendorf.

En un tubo eppendorf de 2 mL se juntaron los 10 remanentes (0.2 mL en cada uno) concentrados
anteriores, quedando con volumen y concentracién final: 2 mL de AuNCCs (4.5 mM de Au®) y 1 mM de
CTAC. Esta dispersion fue centrifugada nuevamente segun los tiempos y RCF mencionados anteriormente
dependiendo del tamafio de los cubos, terminado este tiempo se extrajeron 1.8 mL de sobrenadante y se
adicion6 el mismo volumen de agua Milli Q para resuspenderlos, obteniéndose asi 2 mL de AuUNCCs (4.5

mM de Au®) y 0.1 mM de CTAC.

De la dispersion anterior, se tomé 1 mL a la cual se adiciond 1 mL de solucién de CTAC 0.1 mM.
Obteniéndose asi los siguientes volimenes y concentraciones finales respectivamente: 1 mL de AuNCCs a
0.1 MM de CTACy 4.5 mM de Au®y 2 mL de AuNCCs a 0.1 mM de CTACy 2.25 mM de Au® (Para cada uno

de los tamafios de cubos sintetizados).
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2.2 Caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de los AUNCCs

sintetizados

Caracterizacion y monitoreo de la resonancia del plasmdén de superficie localizado: En una celda
espectrofotométrica de cuarzo de 1 mm de paso dptico se colocaron 0.4 mL de cada una de las
dispersiones a ser analizadas. Para las mediciones de las soluciones concentradas con 2.25 mM de Au®y
4.5 mM de Au®de todos los tamafios, se realizaron diluciones de estas en una proporcidon de 5y 10 veces
respectivamente de la siguiente manera: Para las dispersiones de AUNCCs con concentracion de 2.25 mM
de Au® se tomaron 80 pL y se diluyeron con 320 pL de solucién de CTAC 0.1 mM; para las dispersiones de
AuNCCs con concentracidn de 4.5 mM de Au® se tomaron 40 L y se diluyeron con 360 pL de solucién de

CTACO0.1 mM.

Se realizaron las mediciones del plasmén de superficie localizado en el espectrofotémetro de UV- visible
(Cary 60 Agilent Technologies) en un rango de mediciéon de 1000 a 200 nm. Para la correccién de linea base
y blanco de reactivo, se utilizé agua Milli Q. Estas mediciones se realizaron con los AuNCCs recién
sintetizados, después de los 3 lavados y en cada paso al ir bajando la concentracidn del surfactante, para

corroborar que los AUNCCs se encontraran estables.

Medicién del potencial zeta y didmetro hidrodindmico: A partir de cada dispersién con los distintos
tamanfios y concentraciones de AuNCCs (Mismas diluciones empleadas en la medicidon del plasmén de
superficie localizado), se realizé una dilucion tomando 100 uL de la muestra y 900 uL de solucion de CTAC

0.1 mM, esto para evitar que la celda usada quedara manchada al finalizar las mediciones.

Para cada medicion del potencial zeta, se tomé una celda con capilar plegado para medicién de potencial
zeta (Malvaren DTS1070), se adiciond la dilucién correspondiente y se limpié con un pafio suave, evitando
el contacto con los electrodos. Se colocd en el detector del DLS (Zetasaizer Malvern Instruments
Instruments Ltda) configurando las siguientes indicaciones: Medicién de Potencial Zeta, Material AuNPs,
Dispersante agua y el tipo de celda usado que fue una celda Mallware. Las Mediciones se realizaron por

triplicado y se obtuvo un promedio de estas.

Para cada medicion de diametro hidrodindamico, la configuracién indicada fue la siguiente: Medicién del
didmetro hidrodinamico, Material AuNPs, Dispersante agua y el tipo de celda usado que fue una celda

Mallware. Las Mediciones de realizaron por triplicado y se obtuvo un promedio de estas.
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Imagenes TEM: Las imagenes de micrografias TEM de los AUNCCs fueron realizadas con el uso de los
equipos JEOL JEM-2010 y JEOL2100F (a 200 kV) de la UNaC (Unidad de Nanocaracterizacién) del Centro de
Nanociencias y Nanotecnologia de la UNAM. Se emplearon rejillas de cobre recubiertas de carbono mesh
200 para TEM. Para la preparacion y montaje de las muestras, estas se llevaron a las concentraciones de 1
mM de CTAC (surfactante) y 1.8 mM de Au®. Fueron utilizados 10 pL de dispersién por cada rejilla y se

dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas.

2.3 Cultivo celular

Reactivos para el medio de cultivo de células: MEM-a (Minimum Essential Medium Alpha Medium) (Sigma-
Aldrich D5648), suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en inglés Fetal Bovine Serum) (Biowest S1400),
solucién antibidtica/antimicoética, L-glutamina (Sigma-Aldrich G8540), bicarbonato de sodio (NaHCOs)

(Fermont 12902), Solucidn al 0.25 % de tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich SLCF6554).

La linea celular de osteoblastos murinos MC3T3-E1 con morfologia de fibroblastos (ATCC CRL-2593) fue
cultivada en cajas Petri de 6 cm y utilizando medio de cultivo: MEM-a suplementado con 10% v/v de FBS,
1% v/v de solucion antibidtico/antimicético, 1% v/v de L-glutamina y 1.5 g/L de NaHCOs, todo lo anterior
aforado a 1 L de agua Milli Q previamente estéril y ajustada a un pH de 7.4. Esta solucion fue esterilizada

por filtracidn a través de un filtro con tamafio de porosidad de 0.22 pum.

Reactivos Solucion Buffer de Fosfatos (PBS por sus siglas en inglés “Phosphate Buffered Saline”): Cloruro
de Sodio (NaCl) (Fermont 24902), Cloruro de Potasio (KCl) (J.T. Baker 304001), Hidrégenofosfato disédico
(Na;HPQO,4) (Merck 908359) e Hidrdogenofosfato dipotasico (K;HPQO,) (Fermont 35842).

El PBS usado durante el cultivo celular y en los diferentes ensayos celulares de biocompatibilidad fue
preparado en un frasco estéril de 1 L, adicionando 8 g de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.44 g de Na,HPO,y 0.24 g de
KH,PO, y disolviéndolos en 1 L de agua Milli Q, para obtener concentraciones finales de 137 mM, 2.7 mM,
10 mM y 2 mM respectivamente. El pH de esta solucién fue ajustado a 7.4 y posteriormente fue

esterilizada en autoclave.

Subcultivo o Pase celular: La linea celular de osteoblastos MC3T3-E1 se mantuvo en crecimiento en cajas
de Petri de 6 cm, una vez que las células adheridas cubrieron entre un 70-80% de la superficie de la caja,

fue necesario cambiar las células a una nueva caja lo cual es conocido como subcultivo o pasaje celular.
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Para ello, primero hay que despegar las células adheridas a la caja Petri con 1 mL de solucién de
tripsina/EDTA. Esto se realizd removiendo el medio de cultivo viejo de la caja de Petriy posteriormente se
realizdé un lavado con 2 mL de PBS, removiendo posteriormente este medio, al terminar se adicioné 1 mL
de tripsina y se incubé por 5 minutos a 37% en una atmédsfera himeda con 5% de CO,, al término de este
tiempo, se realizaron movimientos unilaterales en la superficie de la caja para despegar las células, el
sobrenadante que contenia las células despegadas fue colocado en un tubo eppendorf de 1.5 mL, que se
centrifugd a 1500 r.p.m. durante 5 minutos. Se desechd con sumo cuidado el sobrenadante y el pellet
celular obtenido fue resuspendido en 1 mL de PBS para eliminar cualquier residuo de tripsina, este se
centrifugd a 1500 r.p.m. durante 5 minutos. Se deseché con cuidado el sobrenadante y el pellet celular

obtenido fue resuspendido en 1 mL de medio MEM-a de cultivo suplementado con 10% SFB.

Las células viables contenidas en ese volumen fueron contadas mediante una tincidon por exclusién con
azul tripano con la ayuda de la cdmara de Neubauer y por ultimo se realizé el subcultivo o pase celular
correspondiente, colocando en una nueva caja Petri de cultivo celular un nimero aproximado de 100,000
células MC3T3-E1 en una caja de 6 cm con 5 mL de medio de cultivo MEM-a suplementado con 10% SFB

y con 5 pL de antibidtico/antimicético que se incubd a 37°C en una atmdsfera himeda con 5% de CO..

Conteo de células viables por el método de exclusion por azul de tripano: Para los subcultivos o pases
celulares realizados, asi como la evaluacién de ensayos de citotoxicidad por reduccién de MTT, es

necesario contar las células viables obtenidas durante su cultivo.

Para ello fue necesario el uso del Hemocitometro o Cdmara de Neubauer, la cual es una placa de vidrio
esmerilado y grabado con dimensiones de 3x7 cm y 5 mm de grosor. El cuadrante de conteo mide 3x3
mm cuadrados, el cual se encuentra dividido a su vez, en 9 cuadros de 1 mm cuadrado cada uno. La cdmara
cuenta con un cuadro central destinado al conteo de gldbulos blancos y hematies, dividido en 9 cuadrantes

como se muestra en la Figura 1:

El cuadrante nimero 5 es usado en el conteo de hematies también llamados glébulos rojos, mientras que
los cuadrantes 1 al 4 se utilizaron para el conteo celular en este trabajo. Para el conteo de células viables
se usé azul de tripano, un colorante que permite identificar y diferenciar las células vivas de las células
muertas, ya que la membrana celular no permite el paso del colorante mientras las células sean viables,
caso contrario a las células muertas, las cuales son tefiidas totalmente de color azul debido a que la
membrana plasmatica esta dafiada; de esta forma se lograron contar las células vivas las cuales tienen un

aspecto traslucido.
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Figura 1. Cuadrantes de la cdmara de Neubauer. Creada por el autor.

En un tubo eppendorf de 1.5 mL se agregaron 40 uL del colorante + 10 pL de la suspensién celular de
células, se mezcld, y se tomaron 10 plL de la muestra para colocarse en la cdmara de Neubauer y proceder
al conteo celular. Para conocer la cantidad de células vivas por mL de medio, se utilizo la siguiente férmula

para el célculo:

#Células contadas 10,000
) (F.

7 D)( ) (1)

# Células por mL = ( -

Donde:
# Células contadas = El nimero de células viables en los cuatro cuadrantes de conteo
F.D = Factor de dilucidn usado, que en este caso fue de 5.

Reactivos para el Medio de Criopreservacion: Medio Dubelcco’s Modified Eagle’s Media DMEM (Sigma-

Aldrich D5648), FBS (Biowest S1400), dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich D8418).

Para la criopreservacién de la linea celular, se prepard la solucién de criopreservacion usando del total a

preparar 40% v/v de DMEM previamente suplementado con SFB y antibidtico/antimicético, mezclado con
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10% v/v de DMSO, y con 50% v/v de FBS. El total de la solucion obtenida fue alicuotada en viales de

criopreservacion de 1 mLy almacenados hasta su uso a -20°C.

Método para criopreservacion: Una vez que las células MC3T3-E1 llegan a cubrir entre el 70 al 80% del
area de la caja Petri de cultivo celular, las células se tripsinizan y se recuperan en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL. Posteriormente, las células fueron centrifugadas a 1500 r.p.m. durante 5
minutos, después se decantd el sobrenadante en un solo movimiento, cuidando que el pellet celular no
sufriera pérdida o perturbaciéon alguna. El pellet celular fue resuspendido en 1 mL de medio de
criopreservacion y posterior a ello fue mezclado con el total del medio a emplear, tomando en cuenta la
siguiente proporcién: cada 1,000,000 células contadas fueron resuspendidas en 1 mL de medio de
criopreservacion. En relacidn con lo anterior, el total fue alicuotado en viales de criopreservacion de 1 mL

y las células se criopreservaron a -80 °C.

Descongelamiento celular: Para cultivar células previamente criopreservadas, se descongelé el vial que
contenia las células de MC3T3-E1 criopreservadas y se trasvaso a un tubo eppendorf de 1.5 mL, que fue
centrifugado a 1500 r.p.m. durante 5 minutos, se decanté el sobrenadante y se adiciond 1 mL de PBS el
cual fue mezclado nuevamente con el pellet celular obtenido. Esta solucién fue centrifugada a 1500 r.p.m.

por 5 minutos y posteriormente se decanté el sobrenadante.

El pellet celular obtenido fue resuspendido en 1 mL de medio de cultivo y después fue adicionado a la caja

Petri para su subcultivo correspondiente en incubacion a 37°C en una atmdsfera himeda con 5% de CO,.

2.4 Ensayos de Biocompatibilidad

Reactivos: PBS, medio de cultivo MEM-a suplementado, soluciéon de MTT a una concentracién de 3 mg/mL
(Sigma-Aldrich M5G55), Isopropanol absoluto (Fermont H6092), Solucién 150 mM de NaCl (Fermont
24902), Solucidn 2% y 20% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich MCFD00128254), solucion H.DCFDA 20 mM.
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2.4.1 Ensayo de viabilidad celular por reducciéon de bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)

Para determinar la citotoxicidad de los diferentes tamafios y concentraciones de los AuUNCCs en la linea
celular de osteoblastos MC3T3-E1, se realizd un ensayo de citotoxicidad mediante el ensayo colorimétrico

de la reduccion del MTT.

Esta reduccion es llevada a cabo por la actividad metabdlica de la enzima succinato deshidrogenasa
presente en células viables; la forma reducida del MTT es el compuesto llamado (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-1,3-difenilformazano (Formazan), el cual se precipita formando cristales de color violeta que son

insolubles en agua.

El ensayo fue realizado en una placa de 96 pozos, en donde se cultivaron 10,000 osteoblastos por pozo en
un volumen final de 100 pL de medio de cultivo MEM-a. Las células fueron incubadas por48 ha 37°Cy en

una atmoésfera de 5% de CO, de acuerdo con los siguientes tratamientos:

a) Método tradicional: Para corroborar la toxicidad de los AUNCCs medianos con 0.45 mM de Au®y
0.1 mM de CTAC por el método tradicional, se colocaron 10,000 células de osteoblastos y 100 pL
de medio MEM-a en cada pozo de la placa de 96 pozos y por triplicado, se incubaron por 24 h a
37 °C en una atmoésfera de 5% de CO,. Terminado este tiempo se retiré el medio de cada pozo y
se colocaron en cada pozo de la caja por triplicado, los diferentes volimenes de los AuNCCs
medianos (1, 2, 3,4, 5,6, 7,8,9y 10 uL, de los cuales la equivalencia en nimero de particulas de
Au® queda indicada en la Tabla 10) con 0.45 mM de Au®y 0.1 mM de CTAC, todos en un volumen
final de medio de cultivo MEM-a de 100 pL, para incubarlas junto con los osteoblastos por 48 h a

37°C en una atmosfera de 5% de CO..

b) Método alternativo: Para corroborar la toxicidad de los AuNCCs de los diferentes tamafios
(pequefios, medianos y grandes) y concentraciones de Au® (0.45, 2.25y 4.5 mM) y 0.1 mM de CTAC
en un formato mas parecido al que se usard en futuras aplicaciones biomédicas, por ejemplo,
sobre un soporte de papel, se decidid evaluar la biocompatibilidad de los AUNCCs por el método
alternativo. Para esta variacidén de los ensayos, previo a la incubacién con células, primero cada
uno de los pozos de la caja de 96 pozos fueron impregnados por triplicado con los volimenes de
1,2,3,4,5,6,7,8,9y 10 uL de los diferentes AUNCCs (La equivalencia del volumen en nimero de

particulas de Au® queda indicada en la Tabla 9 para los cubos pequefios, la Tabla 10 para los
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medianos y la Tabla 11 para los grandes). La impregnacion se dejo en incubacidn por 24 horas a
37°C en una atmoésfera de 5% de CO; y posteriormente se colocaron 10,000 osteoblastos en un
volumen final de 100 pL de medio de cultivo por cada pozo. Esta placa se dejd en incubacidn por

48 h a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,.

Como control positivo para cada una de las pruebas realizadas, ademas de las 10,000 células incubadas
por triplicado, sélo fue afiadido 100 uL de medio de cultivo. Como control negativo y para inducir la muerte
celular, las células fueron incubadas con 100 pL de Tritén X-100 al 2%. Al termino de los tiempos de
incubacién mencionados anteriormente para cada prueba (48 h), se decantd el sobrenadante y se
realizaron 2 lavados a cada pozo con 200 uL de PBS. Concluido el ultimo lavado, se adicioné a cada pozo
10 uL de reactivo MTT y 90 uL de medio de cultivo, incubando la placa por 4 horas a 37°C en obscuridad y
con una atmdsfera de 5% de CO,. Terminado este lapso, se agregd a cada pozo 100 uL de isopropanol
absoluto, para resuspender el volumen en cada pozo con ayuda de una micropipeta para disolver el

precipitado derivado de cristales de formazan.

Esta placa fue envuelta en papel aluminio e incubada por 30 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente. Posteriormente se midio la absorbancia del formazan en las longitudes de onda de 570 y 690

nm en el lector de ELISA (Thermo Scientific, Multiskan Go).

Al tener la lectura de las absorbancias, se realizé el tratamiento matematico para obtener el porcentaje
de viabilidad celular y con estos datos y utilizando el método Probit se realizo la estimacion de la ICso para
las células expuestas con cada tamafio y concentracion de Au® en los AUNCCs. La ICso obtenida fue en valor
de volumen, por lo cual fue realizada su conversidon a nimero de particulas de Au, de acuerdo con las
Tablas antes mencionadas. (Estos datos de ICso fueron tomados en cuenta para el ensayo de tipo de muerte

celular).

2.4.2 Ensayo fluorimétrico de la produccion de especies de oxigeno altamente
reactivas (ROS) mediante la reduccidn del reactivo diacetato de 2’,7’-

diclorohidrofluoresceina (H2.DCFDA)

Para determinar el estrés oxidativo celular, provocado por los diferentes tamafos y concentraciones de
los AuNCCs en la linea celular de osteoblastos MC3T3-E1, se realizd un ensayo fluorimétrico para la

deteccion del DCF.
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Esta reduccidn es llevada a cabo por la generacién de especies de oxigeno altamente reactivas derivadas
del estrés celular; la forma reducida del H,DCFDA es el compuesto llamado 2’,7’-diclorofluorosceina (DCF),

reactivo altamente fluorescente.

Para corroborar la toxicidad de los diferentes tamafios y concentraciones de Au® de los AuNCCs por el
método alternativo: Para los ensayos, previo a la incubacién con células, primero cada uno de los pozos
de la caja de 96 pozos fueron impregnados por triplicado con los volimenes de 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9y 10
pL (La equivalencia del volumen en nimero de particulas de Au queda indicada en la Tabla 9 para los cubos
pequefios, la Tabla 10 para los medianos y la Tabla 11 para los grandes) de los diferentes tamafos y
concentraciones de los AuNCCs sintetizados (tamafos pequefios, medianos y grandes y concentraciones
de 0.45 mM, 2.25 mM y 4.5 mM de Au® en 0.1 mM de CTAC). La impregnacidn se dejé en incubacion por
24 horas a 37°C en una atmdsfera de 5% de CO,, y posteriormente se colocaron 10,000 osteoblastos en
un volumen final de 100 pL de medio de cultivo por cada pozo. Esta placa se dejé en incubacién por 48 h

a 37°C en una atmdsfera de 5% de CO..

Como control positivo para cada una de las pruebas realizadas, ademas de las 10,000 células incubadas
por triplicado, sélo fue afiadido 100 uL de medio de cultivo. Como control negativo y para inducir la muerte
celular, las células fueron incubadas con 100 pL de Tritdon X-100 al 2%. Al termino de los tiempos de
incubacién mencionados anteriormente para cada prueba (48 h), se decantd el sobrenadante y se

realizaron 2 lavados a cada pozo con 200 pL de PBS.

Concluido el ultimo lavado, se adicioné a cada pozo 100 pL de medio de cultivo MEM-a con reactivo
H,DCFDA con una concentracion final de 25 uM derivada de la solucién stock 20 mM, incubando la placa

por 1 hora a 37°Cy atmdsfera de 5% de CO,, cuidando que esté en oscuridad.

Terminado este lapso, se removid el medio mediante pipeteo y se agregd a cada pozo 100 pL de medio
MEM-a. La placa fue cubierta y protegida contra la luz, hasta su lectura con papel aluminio.
Posteriormente se midio la fluorescencia de la placa en las longitudes de onda excitacion/emision de 485

y 530 nm en el espectrofluorémetro Cary Eclipse (Agilent).
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2.4.3 Ensayo de hemocompatibilidad de los distintos tamafos y concentraciones

de los AuNCCs

El evaluar la biocompatibilidad de nanomateriales, especificamente la hemocompatibilidad es de suma
importancia, para asumir que la composicion del material no causa una respuesta citotéxica a nivel
sanguineo, este ensayo se encuentra alojado en la norma ISO 10993-4:2017 “Requerimientos generales
para evaluar las interacciones de aparatos/materiales médicos en la sangre”. Las cual menciona que
cualquier material/aparato médico es hemocompatible, cuando este no presente alguna reaccion adversa
como trombosis, hemdlisis y/o activacidn de plaquetas, asi como algun tipo de activacién inmunitaria o
del sistema del complemento. Para la evaluacién de los AUNCCs y sus distintos tamafos y concentraciones,

se realizo el siguiente protocolo:

Preparacion de la muestra sanguinea (eritrocitos): Se extrajeron 5 mL de sangre humana, y se colocaron
en un tupo con tapa verde (Heparina) de la marca “BD Vacutainer®”, para prevenir su coagulacion
mediante la inhibicidn del factor Il de la cascada de coagulacion, invirtiendo el tubo receptor de 5 veces
con sumo cuidado, asegurando la homogeneizacién de la sangre con el anticoagulante. La muestra fue
centrifugada por 5 minutos a 3000 r.p.m. Al término del tiempo, se desechd el sobrenadante (plasma)
mediante pipeteo lento y cuidadoso, el pellet de eritrocitos fue resuspendido cuidadosamente, en 10 mL
de NaCl (150 mM), la solucién se centrifugd por 5 minutos a 3000 r.p.m. y se deseché el sobrenadante con
cuidado. Los eritrocitos se resuspendieron en 10 mL de solucién PBS y se centrifugaron nuevamente con

los mismos pardmetros anteriores.

Este Ultimo paso se repitiod 8 veces, de modo que el sobrenadante después de centrifugar adquiriera una
apariencia traslucida. Los eritrocitos obtenidos del Ultimo lavado fueron diluidos y resuspendidos 1:50 con

PBS (1 mL de eritrocitos con 49 mL de PBS).

Preparacion de las muestras con AuNCCs: En tubos eppendorf de 1.5 mL, se adicionaron los volimenes de
1 a 10 pL de las distintas concentraciones y tamafnos de los AUNCCs, a cada uno se adicionéd medio de
cultivo MEM-a, de modo que en cada uno el volumen final fue de 30 uL. A cada tubo se le agregd 270 plL
de la solucidon 1:50 de eritrocitos, para obtener un volumen total de 300 uL. Para el control negativo de
hemodlisis se adicionaron 30 plL de medio de cultivo MEM-a + 270 uL de solucién 1:50 de eritrocitos; para
el control positivo de hemodlisis, se adicionaron 30 pL de Tritén X-100 al 20% + 270 pL de solucidn 1:50 de

eritrocitos.
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Las muestras fueron leidas en la longitud de onda de 450 nm en el lector de ELISA (Thermo Scientific,
Multiskan Go), los resultados fueron normalizados, tomando en cuenta la hemdlisis inducida por el control

positivo como el 100% maximo.

2.4.4 Ensayo de tipo de muerte celular por citometria de flujo

El ensayo de tipo de muerte celular, nos indica el proceso que lleva a cabo la célula cuando ésta sufre algln
dano en ella, y asi conocer la via de induccidn de muerte. Para el ensayo, se toma en cuenta la membrana
celulary los lipidos que esta tiene. Un lipido muy importante es la fosfatidilserina, la cual se encuentra en
la parte citosélica de la membrana plasmatica, sin embargo, cuando existe perturbacion en ella, este lipido
puede encontrarse externamente en la parte extracelular de la membrana plasmatica, caracteristica del
tipo de muerte por apoptosis o muerte celular programada, esto Ultimo permite interactuar con distintos
marcadores moleculares. El ensayo para determinar el tipo de muerte celular por apoptosis o necrosis
esta dado por la tincidon conjunta de los marcadores Anexina V acoplada a Isotiocianato de Fluoresceina
(FITC) y Yoduro de Propidio (PI). Cuando existe apoptosis temprana la fosfatidilserina se expone en el
exterior de la membrana plasmatica, lo cual permite la unién de esta con la Anexina V. Cuando hay células
necréticas, la membrana celular es dafiada, perdiendo su integridad, permitiendo la exposicidon de su ADN,
el cual serd intercalado por el Pl indicando una muerte por necrosis. Por ultimo, cuando hay exposicidn de
fosfatidilserina en la cara externa de la membrana plasmatica y daio parcial en la estructura de la misma,
la tincién conjunta de Anexina V y PI, dara como sefial la muerte por apoptosis tardia. El método hace uso
de la citometria de flujo para diferencias los tipos de muerte como apoptosis temprana, apoptosis tardia

y necrosis celular.

Los cuadrantes de deteccidn de muerte celular por nimero de eventos encontrados, se dividen de la
siguiente manera: Células Vivas ( -, - ), células en apoptosis temprana ( +, - ), células en apoptosis tardia

(+,+), células en necrosis ( -, + ). De acuerdo con la siguiente Figura 2.
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Figura 2. Ejemplo de cuadrantes para la identificacidn del tipo de muerte celular. Células vivas, cuadrante inferior
izquierdo ( -, - ); Necrosis, cuadrante superior izquierdo ( -, + ); Apoptosis temprana, cuadrante inferior derecho
(+,-); Apoptosis tardia, cuadrante superior derecho ( +, + ). Creada por el autor.

Se utilizé el Kit de Deteccion de muerte celular Annexin V-FITC Apoptosis (APOAF-20TST) de Sigma-Aldrich.

Preparacion celular: El cultivo celular se realizé del mismo modo que en los ensayos de biocompatibilidad.

Utilizando los resultados de la ICso obtenidos en los ensayos de reduccién de MTT, como referencia en los

volimenes y su equivalencia en nimero de particulas de Au®, aproximados a utilizar en los diferentes

tamanfos y concentraciones. Como se indica a continuacion:

Tabla 1. Volimenes y su equivalencia en nimero de AuNCCs pequefios usados para el ensayo de tipo de muerte

celular.

Concentracién de Au® (mM)

Volumen de AuNCCs
empleado (pL)

# AuNCCs equivalente

0.45 mM 4 pL 1.7x10%
2.25 mM 2 uL 4.3 x 10"
4.5 mM 1ul 4.3 x 10"
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Tabla 2. Volumenes y su equivalencia en nimero de AuNCCs medianos usados para el ensayo de tipo de muerte

celular.

Concentracién de Au® (mM)

Volumen de AuNCCs
empleado (pL)

# AuNCCs equivalente

0.45 mM 8 uL 8.6 x 10
2.25 mM 4 uL 2.1x10%
4.5 mM 2 uL 2.1x10%

Tabla 3. Volumenes y su equivalencia en nimero de AuNCCs grandes usados para el ensayo de tipo de muerte celular.

Concentracién de Au® (mM)

Volumen de AuNCCs
empleado (pL)

# AuNCCs equivalente

0.45 mM 9 uL 6.5x 10
2.25 mM 5 uL 1.8x 10%
4.5 mM 4 uL 2.9x10%

Al término del periodo de incubacién (48h), se obtuvo el sobrenadante de las células muertas con Triton

X-100 al 2%, para usarlo como control de muerte celular. Para los demas tratamientos, se realizaron dos

lavados con 200 ulL de PBS.

Se separaron las células con ayuda de tripsina, utilizando 100 pL por pozo e incubacién por 5 minutos, se

recuperd el sobrenadante y se trasvasaron a tubos de 1.5 mL, para ser centrifugados a 1500 r.p.m por 5
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minutos, al terminar, se realizé un lavado con PBS, resuspendiendo el pellet celular, se centrifugd a 1500

r.p.m por 5 minutos y se decanté el sobrenadante.

Para cada reaccién y repeticién, se adicionaron a cada tubo 7 uL de PI, 3 uL de Anexina V y 490 uL de Buffer
de Unidn, para obtener un volumen final de 500 L final. Por ultimo, las células con el tratamiento anterior
fueron incubadas por 30 minutos a 37°Cy 5% de CO,, al término de este tiempo, se midid la fluorescencia
y eventos de la unién de Anexina V y Pl, usando ldser azul a 488 nm en el citémetro de flujo Attune NxT,

utilizando los canales BL1-para la deteccién de FITC y BL3-para detectar yoduro de propidio, PI.

2.4.5 Internalizaciéon de los AUNCCs en osteoblastos por citometria de flujo

Para corroborar si los AUNCCs de todos los tamafios y concentraciones se internalizaban en las células de
osteoblastos, se hizo uso de la citometria de flujo, mediante los pardmetros de complejidad celular SSC
(Side Scatter por sus siglas en inglés). Este método de SSC, permite obtener la complejidad celular
mediante cambios en su interior, por la incidencia del Idser y su propagacién en diferentes direcciones de
la luz incidente, obteniendo asi una informacién de complejidad celular interna, también conocida como

granularidad.

Utilizando el mismo tratamiento del cultivo celular expuesto a los diferentes tamafios y concentraciones
de AuNCCs, empleado para el ensayo de tipo de muerte celular, se realizd el pardmetro de SSC en el
citémetro de flujo, y asi obtener su complejidad celular. Para su analisis, se seleccionaron las células vivas
(Anexina V FITC — PI), para contrastar el cambio de complejidad celular en cada uno de los tamafios y

concentraciones realizados.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Caracterizacion fisicoquimica de los AUNCCs

Se realizé la caracterizacidn fisicoquimica de los AUNCCs por cuatro diferentes métodos: Espectroscopia
Ultravioleta Visible (UV-Vis) para la medicién de su LSPR, Potencial Zeta y Diametro hidrodinamico

mediante DLS (Dispersidn de Luz Dinamica) y Microscopia Electrdnica de Transmisién (TEM).

3.1.1 Tamaiio de particula mediante TEM

Para obtener el tamafio promedio de las distintas muestras de los AuNCCs sintetizados, se obtuvieron
imagenes de microscopia electrdnica de transmisiéon (TEM) con al menos 100 nanoparticulas de AuNCCs
por cada muestra, de las cuales se realizaron mediciones de sus aristas con ayuda del software Imagel de
licencia abierta. La figura 3 muestra micrografias representativas junto con su distribucidon de tamafios y
su tamafio promedio a cada una de las tres muestras obtenidas. Obteniendo los resultados de AuNCCs
pequeios con tamano promedio de 22 nm con una D.E de +4 nm; AuNCCs medianos con un tamafo
promedio de 35 nm con una D.E de £4 nm y AuNCCs grandes con un tamafo promedio de 40 nm con una

D.E de +3 nm.
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Figura 3. Micrografias TEM y sus correspondientes histogramas de incidencias de los AUNCCs y su comparacion de
tamafios. Con los siguientes tamafios promedio, de izquierda a derecha: Pequefios (22+4 nm), Medianos (354 nm)
y Grandes (40%3 nm).
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3.1.2 LSPR de los AuNCCs monitoreado mediante UV-Vis

Se midid la resonancia del plasmén de superficie localizado (LSPR) de las tres muestras de AUNCCs después
del proceso de tres lavados realizados para retirar cualquier remanente de los reactivos o subproductos

formados (dispersiones a una concentracién de 0.45 mM de Au®y 100 mM de CTAC).

Se obtuvieron los picos correspondientes a los plasmones localizados en las siguientes longitudes de onda:
pequefios (607 nm), medianos (660 nm) y grandes (705 nm) mostrados en la Figura 4. Se realizaron
también mediciones cada 15 dias durante 45 dias después de su sintesis, para monitorear su estabilidad
(Figura 5), obteniéndose los valores de 607 nm (15 dias), 606 nm (30 dias) y 605 nm (45 dias) para los
AuNCCs pequefios, para los AUNCCs medianos los valores obtenidos fueron de 657 nm (15 dias), 654 nm
(30 dias) y 653 nm (45 dias); para los AuNCCs grandes los valores obtenidos fueron de 700 nm (15 dias),
699 nm (30 dias) y 698 nm (45 dias). Las condiciones de almacenado fueron: Temperatura ambiente y sin

exposicién directa a la luz.

Senal de LSPR de los AuNCCs
(0.45 mM de Au® y CTAC 100 mM)
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Figura 4. Comparacion del LSPR de los AuNCCs sintetizados de diferentes tamafios. Rojo (Pequefios), Verde
(Medianos) y Azul (Grandes).

Ademas, se midié su LSPR después de disminuir la concentracién del surfactante CTAC a 0.1 mM (Figura
6) y al aumentar la concentracion de AuUNCCs (de 0.45 mM de Au®a 2.25 mM o 4.5 mM de Au®) (Figura 7).

Al disminuir la concentracion de CTAC a 0.1 mM, se obtuvieron LSPRs en 608 nm para los AuNCCs
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pequefios, para los AUNCCs medianos de 658 nm y 699 nm para los AUNCCs grandes. Al aumentar la
concentracién de AuNCCs con 0.1 mM de CTAC, se midieron LSPRs de los AuNCCs pequefios en 609 nm
(2.25 mM de Au®) y en 608 nm (4.50 mM de Au®); para los AuNCCs medianos en 660 nm (2.25 mM de Au®)
y en 650 nm (4.50 mM de Au°); para los AUNCCs grandes en 705 nm (2.25 mM de Au®) y en 703 nm (4.50
mM de AuP).

Monitoreo de la estabilidad de los AUNCCs
cada 15 dias por 45 dias
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Figura 5. Estabilidad de los AuNCCs mediante su LSPR (0.45 mM de Au®y 100 mM de CTAC). Mediciones cada 15 dias
por un lapso de 45 dias. De izquierda a derecha: Pequefios, Medianos y Grandes. Rojo (1er dia, recién sintetizadas),
Verde (15 dias), Azul (30 dias) y Morado (45 dias).

Comparacion de la estabilidad de los AUNCCs
al disminuir la concentracion del surfactante de 100 mM a 0.1 mM
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Figura 6. Monitoreo de la estabilidad de los AuNCCs mediante su LSPR. De izquierda a derecha: Pequefios, Medianos
y Grandes. Rojo (100 mM CTAC) y Azul (0.1 mM CTAC).
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Figura 7. Monitoreo de la estabilidad mediante el LSPR de los AuNCCs al aumentar la concentracion de AuNCCs. De

izquierda a derecha: a) Pequenios, b) Medianos y c) Grandes.

3.1.3 Medicion del Potencial Zeta mediante DLS

Se midié el potencial zeta de las dispersiones de AuNCCs de cada tamafio (0.45 mM de Au®y 100 mM de

CTAC) (Tabla 4), para conocer la carga superficial presente en los AUNCCs. Estas mediciones se realizaron

para verificar la estabilidad coloidal de las muestras de diferentes tamafios de los AUNCCs cada 15 dias

durante 45 dias (0.45 mM de Au® y 100 mM de CTAC) (Tabla 5).

Tabla 4. Valores del Potencial Zeta en mV para las dispersiones de los distintos tamafios de AUNCCs (0.45 mM de Au®

y 100 mM de CTAC).

Tamaiio mV
Pequeiios +22.3+11.60
Medianos +32.61£19.60

Grandes +35.048.19
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Tabla 5. Medicidn del Potencial Zeta en mV para las dispersiones coloidales con los distintos tamafios de AUNCCs
durante 45 dias (0.45 mM de Au® y 100 mM de CTAC).

Tamaiio ler dia (mV) 15 dias (mV) 30 dias (mV) 45 dias (mV)
Pequefios +22.3+11.60 +22.4+11.00 +22.2410.50 +22.3+£10.70
Medianos +32.6+£19.60 +30.74£15.40 +28.1+11.30 +28.3+13.40

Grandes +35.048.19 +30. 549.53 +24.449.02 +25.1+9.36

Para verificar la estabilidad de las dispersiones coloidales con los diferentes tamanos de los AuNCCs al

disminuir la concentracién de CTAC de 100 mM a 0.1 mM (Tabla 6); y para verificar la estabilidad de los

AuNCCs al aumentar su concentracién de AuNCCs (Tabla 7).

Tabla 6. Medicidn del Potencial Zeta en mV para las dispersiones coloidales con los distintos tamafos de AuNCCs

(0.45 mM de Au®).

Tamaiio 100 mM CTAC (mV) 0.1 mM CTAC (mV)
Pequeiios +22.3+11.60 +20.1+13.10
Medianos +32.61£19.60 +32.2+11.40

Grandes +35.0+8.19 +26.418.73

Tabla 7. Medicién del Potencial Zeta en mV para las dispersiones coloidales con los distintos tamafios de AuNCCs (0.1
mM de CTAC) con distintas concentraciones de AuNCCs.

Tamaiio 0.45 mM Au® (mV) 2.25 mM Au® (mV) 4.5 mM Au° (mV)
Pequeiios +20.1+13.10 +44.8+16.00 +50.3+16.70
Medianos +32.2411.40 +17.947.00 +14.545.07
Grandes +26.418.73 +24.3+9.82 +9.6416.34
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3.1.4 Medicion del Diametro Hidrodinamico mediante DLS

El didmetro hidrodindmico permite darnos una idea del tamafio promedio de las nanoparticulas dispersas
en los coloides, incluyendo la presencia de la micela de CTAC que rodea a estas. Vale la pena mencionar
que los modelos utilizados por los equipos de dispersion de luz dinamica (DLS) asumen una morfologia
esférica de las particulas presentes en el coloide; debido a lo cual no se puede cuantificar con precision el
tamafio de las nanoparticulas presentes en nuestras muestras mediante esta técnica. No obstante, esta
técnica resulta de utilidad en el presente trabajo para monitorear cualitativamente la formacién de
agregados de nanoparticulas en el coloide ante los distintos pasos de disminucion de surfactante (CTAC) o
aumento en la concentracion de AuNCCs, lo cual se veria reflejado en aumentos del didmetro
hidrodindmico del coloide. Se realizé el analisis del didmetro hidrodindmico de las dispersiones de AUNCCs
originales (0.45 mM de Au® y 100 mM de CTAC) como se muestran en la Tabla 8, esto para cada tamafio
de AuNCCs sintetizados. Este pardmetro es de utilidad para monitorear la estabilidad del coloide durante

45 dias, como se muestran en la Tabla 9.

Tabla 8. Medicion del Didametro Hidrodinamico en d.nm para las dispersiones con los distintos tamafnos de AuNCCs
(0.45 mM de Au®y 100 mM de CTAC).

Tamaiio Size (d.nm)
Pequeiios 22.90+0.72
Medianos 66.16+£13.91

Grandes 85.67£16.75

Tabla 9. Medicién del Didmetro Hidrodinamico en d.nm para monitorear la estabilidad (formacién de agregados)
durante 45 dias de las distintas dispersiones coloidales obtenidas (0.45 mM de Au®y 100 mM de CTAC).

Tamaiio ler dia (d.nm) 15 dias (d.nm) 30 dias (d.nm) 45 dias (d.nm)
Pequeiios 22.9040.72 22.93+28.47 22.65+23.40 22.72+17.80
Medianos 66.16+13.91 66.29+36.60 66.42+32.80 66.38+39.40

Grandes 85.67+16.75 85.82+50.42 87.78+45.80 88.02+39.37
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También se realizaron mediciones del diametro hidrodinamico de los AuNCCs, al disminuir la
concentracién del surfactante (Tabla 10) y al aumentar la concentracién de AuNCCs (Tabla 11). Estas
mediciones fueron realizadas con las mismas muestras y diluciones empleadas para la medicidn del

potencial Zeta.

Tabla 10. Medicién del Diametro Hidrodindmico en d.nm para monitorear la estabilidad (formacion de agregados)
de los distintos coloides al disminuir la concentracién de CTAC de 100 mM a 0.1 mM.

Tamaiio 100 mM CTAC - Size (d.nm) 0.1 mM CTAC - Size (d.nm)
Pequeiios 22.9040.72 23.31+0.26
Medianos 66.16+13.91 65.98+37.69

Grandes 85.67+16.75 85.41+35.37

Tabla 11. Medicién del Didametro Hidrodindmico en d.nm para monitorear la estabilidad (formacion de agregados)

en los distintos coloides (0.1 mM de CTAC) al aumentar la concentracion de AuNCCs.

Tamafio 0.45 mM Au° - Size 2.25 mM Au°- Size 4.5 mM Au° - Size
(d.nm) (d.nm) (d.nm)
Pequeiios 23.31+0.26 14.60+0.29 12.52+0.31
Medianos 65.98+37.69 67.23+39.85 71.20+45.36
Grandes 85.41+35.37 94.66+48.00 99.89+47.41

3.2 Resultados de los ensayos de biocompatibilidad

Inicialmente fue necesario estimar la cantidad de nanoparticulas (AuNCCs) presentes en las pruebas de
biocompatibilidad. Los volumenes de las dispersiones coloidales de AuNCCs utilizados fueron de 1-10 L,

con distintas concentraciones de AuNCCs (0.45, 2.25 y 4.5 mM de Au°).
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Para ello fue usada la siguiente conversién:

Cantidad de nanoparticulas (AuNCCs) =

mol 1L

o 1cm3
(%" =)o uL

196.97g Y 1/ 1(%s” nm)? (15—21 cm3)] (2)

)( X2 HL) ( 1 mol 193 g 1nm3

Donde:

X1 = Concentracion de Au® (0.00045, 0.00225 o 0.0045 mTOl) presentes en los coloides con distinta

concentracion de AuNCCs

X2 = Volumen usado de cada dispersion coloidal de AuUNCCs (de 1 hasta 10 L)

196.97 % es la masa molar del oro

19.3 -2 es la densidad del oro
cm3

X3 = Arista promedio de los cubos (22, 35 y 40 nm) segun su tamafio (pequefios, medianos o grandes)

Una vez realizadas las estimaciones, se obtuvo la siguiente tabla con la cantidad de AuNCCs presentes en

cada volumen de muestra usada:
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Tabla 12. Estimacién de cantidad de particulas en cada volumen empleado (pL) de dispersién coloidal de AuNCCs

pequefios.
Volumen # AuNCCs equivalente # AuNCCs equivalente # AuNCCs equivalente
empleado (uL) (coloide con 0.45 mM de | (coloide con 2.25 mM de (coloide con 4.5 mM de
Au) Au’) Au)

1 4.3 x10* 2.2x10% 4.3 x 10%

2 8.6 x 101 4.3 x10% 8.6 x 10%°

3 1.3x10% 6.5 x 10 1.3x10%

4 1.7 x10% 8.6 x 10 1.7 x 10

5 2.2x 108 1.1x10% 2.2x 10

6 2.6x10% 1.3 x 10%° 2.6x10%

7 3.0x10% 1.5 x 10%° 3.1x10%

8 3.5x10% 1.7 x 10%® 3.5x10%

9 3.8x 10% 1.9x10% 3.9x 10

10 4.3 x 10% 2.2x10% 4.3 x 10

Tabla 13. Estimacion de cantidad de particulas en cada volumen empleado (uL) de dispersion coloidal de AuNCCs

medianos.
Volumen # AuNCCs equivalente # AuNCCs equivalente # AuNCCs equivalente
empleado (pL) (coloide con 0.45 mM de | (coloide con 2.25 mM de (coloide con 4.5 mM de
AuY) AuY) AuY)

1 1.1x10% 5.4x 10 1.1x10%

2 2.1x10% 1.0x 10% 2.1x10%

3 3.2x 10" 1.6 x 10% 3.2x10%

4 43 x10% 2.1x10% 43x10%

5 5.3x 10 2.7 x 105 5.4 x 10%

6 6.4 x 10 3.2x10% 6.4 x 10

7 7.5x 10 3.7x 10% 7.5x 10%

8 8.6 x 10* 4.3 x 105 8.6 x 10%°

9 9.7 x 10% 4.8 x 10 9.6 x 10%°

10 1.1x10% 5.4 x 10% 1.1x10%
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Tabla 14. Estimacién de cantidad de particulas en cada volumen empleado (uL) de dispersion coloidal de AuNCCs
grandes.

Volumen # AuNCCs equivalente # AuNCCs equivalente # AuNCCs equivalente
empleado (puL) (coloide con 0.45 mM de | (coloide con 2.25 mM de (coloide con 4.5 mM de
Au) Au’) Au)

1 7.2x10% 3.4x10% 7.2x10%

2 1.4 x 10* 7.2 x10% 1.4 x 10%°

3 2.2x10% 1.1 x 10%° 2.2 x10%

4 2.9x10% 1.4 x 10%° 2.9x10%

5 3.6x10% 1.8 x 10?° 3.6x10%

6 4.3 x 10" 2.2x10%° 4.3 x10%

7 5.0x10%* 2.5x10%° 5.0x 10%

8 5.7 x10%* 2.9x 10 5.7 x 10%

9 6.5 x10% 3.2x10% 6.5 x10%

10 7.2x10% 3.6x10% 7.2 x10%

Como se observa en las Tablas 12, 13 y 14, la cantidad de particulas por aumenta con relacidn al tamafio
de los AuNCCs, al tener tamafios menores resulta necesaria una mayor cantidad de particulas para

consumir una misma cantidad de oro presente.

Por conveniencia, en el eje “x” de las graficas se manejara el volumen (uL) utilizado, aunque puede

utilizarse la equivalencia adecuada consultandose las Tablas 12, 13 y 14.

3.2.1 Viabilidad celular de los osteoblastos murinos MC3T3-E1 expuestos a

diferentes cantidades y tamaiios de los AuNCCs, mediante la reduccién de MTT

En la evaluacién de la viabilidad celular por el método de reduccion del reactivo MTT, se observo y
cuantificd el porcentaje de la actividad metabdlica de la enzima celular succinato deshidrogenasa
mitocondrial (Tolosa, et al., 2015). Teniendo en cuenta que una mayor reduccion indica mayor actividad

metabdlica, por lo tanto, una mayor viabilidad.
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El primer experimento de biocompatibilidad en la linea celular de osteoblastos murinos MC3T3-E1, fue la
evaluacion de la toxicidad de los AUNCCs medianos, para poder comparar el método tradicional y
alternativo (ver secciéon 2.4.1) de exposicidn de los cubos a las células, y asi tener un referente de si existe

una diferencia para poder decidir el método a utilizar en los siguientes experimentos de viabilidad.

El andlisis estadistico realizado fue analisis de varianza por un factor, teniendo en cuenta un alfa de 0.05,

donde si p>0.05 no hay diferencia significativa y si p<0.05 hay diferencia significativa.

En la Figura 8, al comparar la toxicidad de los AuNCCs medianos (0.45 mM de Au®y 0.1 mM de CTAC), por
el método alternativo contra el tradicional, se observa que los intervalos de ICso para cada método son
muy similares, siendo de aproximadamente 8.6 x 10%* particulas de cubos medianos de oro para el método
alternativo y 7.5 x 10%* particulas de oro de cubos medianos para el método tradicional, con analisis
estadistico ajustado de 0.9728 y 0.9496 respectivamente, encontrando ademas que no hay diferencia

significativa entre estos métodos ya que p>0.05.

N 100+ — Altemativo

5 Bl]-‘ — Tradicional

@ 4

[&]

E 60

E o

5 40-

L. ]

-

i 204

0 T T T T T T T T
0o 1 2 3 4 65 6 7 8 9 10
pl AuNCCs
Método Intervalo de IC,, | o r’ obtenida
(L) {nimero de particulas)

Alternative 7.985a8.574 pL 8.6 x 10" particulas 0.9728
Tradicional 7.546a 8.187 pL 7.5 x 10" particulas 0.9496

Figura 8. Comparacion de la toxicidad de los AuNCCs medianos con 0.45 mM de Au® mediante los métodos
Alternativo y Tradicional. Alternativo (Rojo) y Tradicional (Negro). Cada punto indica el valor promedio +DE de un
triplicado. (p>0.05), indica que no hay diferencia significativa entre los distintos métodos.
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100 *
e —_ OmMmAv”
o 80- (Blanco sin AUNCCs con solo 0.1 mM de CTAC)
3
s — 0.45mM Auy 0.1 mM CTAC
- 60
g — 225mMAu’y 0.1 mM CTAC
= 40-
© — 45mM AU’y 0.1 mM CTAC
:e 20-

0 T T 1
0o 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10
AuNCCs (pL)
Intervalo de ICs (pl) | ICsy (mimero de particulas)
0mM 10.22 2 11.77 pL No aplica 0.9435

0.45 mM 3.663 a 4.010 pL 1.7 x 10%° particulas 0.9774

2.25mM 1.718 3 1.986 pL 4.3 x 10%° particulas 0.9669

4.5 mM 1.004 3 1.130 pL 4.3 x 10%° particulas 09739

Figura 9. Comparacion de la toxicidad de los AuNCCs pequefios con diferentes concentraciones de AUNCCs y 0.1 mM
de CTAC, mediante el método alternativo. 0 mM Au® (Negro), 0.45 mM Au® (Rojo), 2.25 mM Au® (Azul) y 4.5 mM Au®
(Verde). Cada punto indica el valor promedio +DE de un triplicado. (p<0.05), indica que hay diferencia significativa
entre las distintas concentraciones de AUNCCs.

Como se observa en la Figura 9, cuando se comparan las distintas concentraciones de AuUNCCs pequefios,
se encontré que, a mayor concentracion de dispersién coloidal, existe mayor toxicidad, pues el porcentaje
de viabilidad celular disminuye. Encontrando que la ICso correspondiente para cada caso en nimero de
particulas fue de 1.7 x 10*° particulas para la concentracién de 0.45 mM de Au® y 4.3 x 10% particulas para
las concentraciones de 2.25 mM y 4.5 mM de Au°. En el dltimo caso se toma en cuenta que la conversién
volumen en plL a cantidad de particulas es diferente como puede ser consultada en la Tabla 12.
Mencionando que existe diferencia significativa entre la ICso de las distintas muestras, pues se obtuvo un

valor de p<0.05.

Este experimento nos permite excluir el efecto por la presencia de CTAC, observandose la toxicidad debido

a los AuNCCs.
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100+
L ! __ omm A
r—; 80 (Blanco sin AUNCCs con sdlo 0.1 mM de CTAC)
® — 0.45mM ALy 0.1 mM CTAC
E 50 .
L) — 225 mM AUy 0.1 mM CTAC
a 40- — 45mM ALY 0.1 MM CTAC
S 4
2 204
0 T 1 T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10
AUNCCs (pL)
m Intervalo de ICsp (pL) | KCsy {mimero de particulas)
0 mM 10.22311.77 pL No aplica 0.9435
0.45 mM 8.130 a 8.657 pL 8.6 x 10** particulas 0.9670
2.25 mM 3.123 a2 3.448 pL 1.6 x 10** particulas 0.9770
4.5 mM 1.827 2 2.081 pL 2.1 x 10*¢ particulas 09680

Figura 10. Comparacion de la toxicidad de los AUNCCs medianos con diferentes concentraciones de AuNCCs y 0.1
mM de CTAC, mediante el método alternativo. 0 mM Au® (Negro), 0.45 mM Au® (Rojo), 2.25 mM Au® (Azul) y 4.5 mM
Au® (Verde). Cada punto indica el valor promedio +DE de un triplicado. (p<0.05), indica que hay diferencia significativa
entre las distintas concentraciones de AUNCCs.

En la Figura 10 se comparan las distintas cantidades de AuNCCs provenientes de coloides con distintas
concentraciones de AUNCCs medianos. Se encuentra que a mayor concentracion y volumen de dispersidn
coloidal de AuNCCs, existe una mayor toxicidad, los valores encontrados en nimero de particulas fueron
de 8.6 x 10 cubos para 0.45 mM de Au®, 1.6 x 10*° cubos para 2.25 mM de Au®y 2.1 x 10%® cubos de oro
para 4.5 mM de AuC. Entre las ICso encontradas, se obtuvo un valor de p<0.05, indicando que existe

diferencia significativa.

La Figura 11 representa la viabilidad celular y su comportamiento con la exposicion de los AUNCCs grandes,
se observa que la muestra con concentracidon de 0.45 mM de Au®, tienen un comportamiento muy similar
al blanco de CTAC 0.1 mM sin AuNCCs usado, teniendo una ICso de 7.2 x 10 particulas, para el caso de la
dispersion coloidal de AUNCCs con Au® 2.25 mM se obtuvo el valor de ICsp de 1.8 x 10*° particulas y para
4.5 mM de Au® de 2.9 x 10% particulas. Entre las tres concentraciones de Au® existe diferencia significativa,
con un valor obtenido de p<0.05. Encontrando nuevamente que, a mayor volumen y concentracién de

dispersidon coloidal de los AUNCCs, existe mayor toxicidad celular.
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% Viabilidad celular
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— 45mM ALy 0.1 mM CTAC

olll
01 2 3

1 T 1
4 § 6 7

AuNCCs (L)

T
8 9 10

Intervalo de ICs, (L) | KCsp (mimero de particulas)

0 mM 10.22 a11.77 plL
0.45 mM 09.936 2 12.840 pL
2.25 mM 4.851a5.243 pl

4.5 mM 4.485 a 4.800 pL

No aplica 0.9435
7.2 x 10** particulas 0.9640
1.8 x 10** particulas 0.9743
2.9 x 10** particulas 09677

Figura 11. Comparacion de la toxicidad de los AuNCCs grandes con diferentes concentraciones de AUNCCs y 0.1 mM
de CTAC, mediante el método alternativo. 0 mM Au® (Negro), 0.45 mM Au° (Rojo), 2.25 mM Au® (Azul) y 4.5 mM Au®
(Verde). Cada punto indica el valor promedio +DE de un triplicado. (p<0.05), indica que hay diferencia significativa

entre las distintas concentraciones de AuNCCs.

100- 0 mM Au®
= (Blanco sin AUNCCs con sdlo 0.1 mM
% de CTAC)
3 80 — Pequefios
@ )
: 60- — Medianos
B — Grandes
E 40+
=
=
EE Zﬂ-
0 r 1 1 1T 1 1T 1T 71T 71T 1
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AuNCCs (pL)

Intervalo de ICs, (pL) | ICss [nimero de particulas)

Pequefios 3.663 a 4.010 pL
Medianos 8.130 a 8.657 pL
Grandes 0.936 a 12.840 plL

1.7 x 10 particulas 0.9774
8.6 x 10** particulas 0.9670
7.2 x 10* particulas 0.9696

Figura 12. Comparacion de la toxicidad de los coloides de los diferentes tamafios de AuUNCCs con concentracién de
Au® 0.45 mM, mediante el método alternativo. Blanco (Azul), Pequefios (Rojo), Medianos (Verde) y Grandes (Negro).
Cada punto indica el valor promedio *DE de un triplicado. (p<0.05), indica que hay diferencia significativa entre los

distintos tamanos de cubos.
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La Figura 12 representa la comparacion de la I1Cso obtenida de los diferentes tamafios de los AUNCCs a una
concentracion de Au® de 0.45 mM, observando los siguientes valores: para los cubos pequefios un nimero
de particulas de 1.7 x 10*° particulas, para los medianos de 8.6 x 10** particulas y en los grandes de 7.2 x
10 particulas. Estos valores y su conversién a cantidad de volumen en pL de acuerdo con las Tablas 12,
13 y 14, muestran que para los AUNCCs pequenos, se necesita una menor cantidad de volumen del coloide
de estos, en relacidn con los medianos y estos a su vez que los grandes. Esto nos indica que ante un mismo
volumen (uL) de coloide de los cubos pequefios es mas tdxico, seguido por el coloide de los medianos y
por ultimo el de los grandes. Observando que estos dos ultimos, tienen una tendencia aproximadamente

similar al blanco. Encontrando que existe diferencia significativa entre los tres tamafios, con un valor de

p<0.05.

0 mM Au®
100 = (Blanco sin AUNCCs con sdlo 0.1 mM
de CTAC)

— Pequefios
— Medianos
— Grandes

% Viabilidad celular

I]III
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

AUNCCs (pL)

Intervalo de ICs; (pL) | IG5y (nidmero de particulas)
Pequefios 1.718 a 1.986 pl 4.3 x 10** particulas 0.9669
Medianos 3.123a3.448 pl 2.1 x 10 particulas 0.9770

Grandes 4.871a 5.230 pL 2.9 x 10** particulas 0.9788

Figura 13. Comparacion de la toxicidad de los coloides de los diferentes tamafios de AuUNCCs con concentracién de
Au®2.25 mM, mediante el método alternativo. Blanco (Azul), Pequefios (Rojo), Medianos (Verde) y Grandes (Negro).
Cada punto indica el valor promedio +DE de un triplicado. (p<0.05), indica que hay diferencia significativa entre los
distintos tamafios de cubos.

En la Figura 13 se compara la toxicidad de los coloides con AuNCCs de tamafios diferentes con
concentracién 2.25 mM de Au® y sus ICso obtenida cuando los osteoblastos fueron expuestos a estos.
También se menciona el nimero de particulas correspondientes a cada una. Comparando nuevamente

gue en una misma cantidad de volumen en pL de coloide a menor tamafio de AuNCCs hay mayor toxicidad.
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Cabe recordar que el Au® también influye directamente en este efecto. Con un valor de p<0.05, existe

diferencia significativa entre los coloides con distintos tamafios de AuNCCs.

100 0 mmM Au®
== (Blanco sin AUNCCs con sélo 0.1 mM

E de CTAC)
3 80~ — Pequefios
o
o — Medianos
=] 'Eﬂ-
3 — Grandes
- 40+
=
-

204
*

0 T 1 1
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AuNCCs (pL)
m Intervalo de ICs; (pL) | ICss [nidmero de particulas)
Pequeiios 1.004 a 1.130 pL 4.3 x 10** particulas 0.9669
Medianos 1.827 a 2.081 pL 1.6 x 10% particulas 0.9770
Grandes 4.505 a 4.872 pl 1.8 x 10% particulas 0.9738

Figura 14. Comparacidn de la toxicidad de los diferentes coloides con AUNCCs de distintos tamafios de AuNCCs con
concentracién de Au® 4.5 mM, mediante el método alternativo. Blanco (Azul), Pequefios (Rojo), Medianos (Verde) y
Grandes (Negro). Cada punto indica el valor promedio +DE de un triplicado. (p<0.05), indica que hay diferencia
significativa entre los distintos tamafios de cubos.

La ultima comparacién de los coloides con AuNCCs de distintos tamafios fue con las ICsp obtenidas en la
concentracién 4.5 mM de AU, En la Figura 14 se puede observar la tendencia en la gréfica que con poco
volumen en pL de coloide de esta concentracién, disminuye mas rapido la viabilidad celular. Para los tres
casos sigue existiendo diferencia significativa con un valor de p<0.05. Los resultados expresados en
numero de particulas por para las ICso de los AUNCCs en coloides con concentracién 4.5 mM fueron de 4.3

x 10%° particulas para cubos pequefios, 1.6 x 10 particulas en cubos medianos y 1.8 x 10%° particulas en

cubos grandes.
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3.2.2 Cambios morfoldgicos de los osteoblastos murinos MC3T3-E1 expuestos a

diferentes concentraciones y tamanos de los AUNCCs

La evaluacion de los cambios morfoldgicos celulares causados por la exposicion a los diferentes tamafios
y concentraciones de los AUNCCs, se muestran en este apartado. Estas modificaciones fueron registradas
a las 48 horas de exposicidn a los AUNCCs, donde las imagenes control son células de osteoblastos sin
tratamiento con cubos. La Figura 15 corresponde a las células expuestas con los nanocubos pequefios y
sus diferentes concentraciones, la Figura 16 a las células expuestas a los cubos medianos y sus diferentes

concentraciones, y la Figura 17 a los AuNCCs grandes con sus distintas concentraciones de Au’.

Los mayores cambios se dan ante la exposicidn a los cubos menores y a volimenes de coloide pequefios,
confirmando lo obtenido en relacién con los tamafios y concentraciones en la viabilidad celular. Los
cambios producidos en relacién con las células control, es una disminucién proporcional en su tamafio al
ser expuestas a mayor cantidad de AuNCCs; su forma alargada cambia a una forma semi-circular, y cuando
se presenta la ICso y posterior, comienzan a aparecer granulos de color obscuro en ellas y su membrana

comienza a presentar deformidades

Control

Figura 15. Cambios morfoldgicos de los osteoblastos por exposicidn a los AuNCCs pequefios por un lapso de 48 horas
y su comparacion contra las células control sin ningun tratamiento. Las células control fueron las mismas para los
tres tratamientos.
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Control 1uL 2uL 3uL

0.45mM
Au®

2.25mM
Au®

4.5mM
Au®

Figura 16. Cambios morfoldgicos de los osteoblastos por exposicidon a los AUNCCs medianos por un lapso de 48 horas
y su comparacion contra las células control sin ningln tratamiento. Las células control fueron las mismas para los
tres tratamientos.

Control 5uL 7uL 8uL

0.45 mM
Au?

2.25 mM
Au?

4.5mM
Au®

Figura 17. Cambios morfoldgicos de los osteoblastos por exposicion a los AUNCCs grandes por un lapso de 48 horas
y su comparacién contra las células control sin ningun tratamiento. Las células control fueron las mismas para los
tres tratamientos.
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3.2.3 Ensayo fluorimétrico para la medicion de la produccion de especies de
oxigeno altamente reactivas (ROS) mediante la reduccion del reactivo diacetato

de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (H2.DCFDA)

La produccion de ROS producidas por los osteoblastos al estar en exposicidon por 48 horas con los distintos
AuNCCs, fue analizado por la reduccién del reactivo H,DCFDA a DCF. Los resultados mostrados a
continuacién muestran la produccién de radicales hidroxilos, peréxilos y sus derivados, debido a la gran
actividad de las enzimas estearasas presentes del sistema antioxidante por el estrés oxidativo. Para los
ensayos, se tomo el control negativo de células sin AUNCCs de cada muestra, como referencia para célculos
de fluorescencia.Los ensayos fueron realizados con los diferentes tamafios de AuNCCs y las respectivas
concentraciones de AuNCCs (0.45, 2.25 y 4.5 mM de Au®. Obteniendo asi dos tipos de graficas, el
porcentaje de ROS producido y el porcentaje de ROS producido relativo a la viabilidad celular (obtenido al
dividir el porcentaje producido de ROS y el porcentaje de viabilidad obtenido por MTT). Se observa que a
mayor concentracion de Au® y menor tamafio de nanocubos, la produccién de ROS va incrementando. Una
tendencia similar ocurre al aumentar el volumen utilizado de coloide con AuNCCs en la exposicidon
celular.El andlisis estadistico realizado fue analisis de varianza por un factor, teniendo en cuenta un alfa

de 0.05, donde si p>0.05 no hay diferencia significativa y si p<0.05 hay diferencia significativa.

Porcentaje de ROS producidos por AUNCCs ;;equenos Produccion de ROS relativa, producida por AUNCCs
en diferentes concentraciones de Au pequenos en diferentes concentraciones de Au’
160+ , 3 80,
;. —0smMA’ g N — 0.45mM AL’
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o S 0 B3, s 0
g " 2 25 m\‘AU 8 E 60 2.25mM Au
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uL AuNCCs AUNCCs (L)

Figura 18. A la izquierda porcentaje de ROS y a la derecha produccidn de ROS relativa, por la exposicidn a los AUNCCs
pequefios con diferentes concentraciones de Au® y 0.1 mM de CTAC, mediante el método alternativo. 0.45 mM Au°
(Rojo), 2.25 mM Au® (Azul) y 4.5 mM Au® (Verde). Cada punto indica el valor promedio +DE de un triplicado. (p<0.05),
indica que hay diferencia significativa entre las distintas concentraciones de Au®.
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Figura 19. A la izquierda porcentaje de ROS y a la derecha produccién de ROS relativa, por la exposicidn a los AUNCCs
medianos con diferentes concentraciones de Au® y 0.1 mM de CTAC, mediante el método alternativo. 0.45 mM Au°
(Rojo), 2.25 mM Au® (Azul) y 4.5 mM Au® (Verde). Cada punto indica el valor promedio +DE de un triplicado. (p<0.05),
indica que hay diferencia significativa entre las distintas concentraciones de Au®.
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Figura 20. A la izquierda porcentaje de ROS y a la derecha produccién de ROS relativa, por la exposicion a los AUNCCs
grandes con diferentes concentraciones de Au® y 0.1 mM de CTAC, mediante el método alternativo. 0.45 mM Au®
(Rojo), 2.25 mM Au® (Azul) y 4.5 mM Au® (Verde). Cada punto indica el valor promedio +DE de un triplicado. (p<0.05),
indica que hay diferencia significativa entre las distintas concentraciones de Au®.

El incremento en la produccién de ROS es evidente entre mayor concentracion de AUNCCs sea empleada

en la exposicion a los osteoblastos, como queda plasmado en las Figuras 18, 19 y 20. Un mayor volumen
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de coloide utilizado aumenta este incremento también. La tendencia de las graficas sufre una pendiente
mas prolongada con los cubos pequefios (Figura 18), seguida de los medianos (Figura 19) y por ultimo de
los grandes (Figura 20). Resultando la toxicidad de la siguiente manera: Pequefios > Medianos > Grandes.
Este comportamiento y su relacién con la viabilidad celular se muestra en la parte de producciéon de ROS
relativa a la viabilidad celular. Se obtuvo un valor de p<0.05, indicando que hay diferencia significativa en
las ROS producidas por el incremento de concentracién de AuNCCs, asi como en la comparacion de los

tamafios con una misma concentracién de oro.

3.2.4 Ensayo de hemocompatibilidad de los AUNCCs en sus distintos tamaiios y

concentraciones

El ensayo de hemdlisis mide la hemoglobina liberada en el medio debido a la lisis o ruptura de los
eritrocitos, provocada por el dafio a su membrana plasmatica, debido al biomaterial con el que tuvo
contacto, en este caso con los distintos AUNCCs. La cuantificaciéon y normalizacion de la hemoglobina

liberada, se realizé en relacidn con el control positivo de hemdlisis con el Tritdn x-100 al 20%.

La absorbancia maxima de la hemoglobina esta dada en la longitud de onda de A = 541 nm, sin embargo,
a esta misma longitud de onda se encuentran sefales de absorbancia de los AUNCCs; por lo tanto, la
medicion se realizd evitdndose los picos correspondientes al LSPR de A = 450 nm, ya que a esta longitud
de onda se encuentran sefales de hemoglobina libre, ademds de minimos de los AuNCCs. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 21 (AuNCCs pequefios), Figura 22 (AuNCCs medianos) y Figura 23
(AuNCCs grandes), donde se observa que el porcentaje de hemdlisis de la mayoria de los AuNCCs se

encuentra por arriba del 5% maximo permitido por la ISO 10993-4:2017.

Las muestras hemocompatibles fueron los AUNCCs medianos con una concentracion de 0.45 mM de Au®,
0.1 mM de CTACy un volumen de 1 pL; asi como los AUNCCs grandes a 0.45 mM de Au®, 0.1 mM de CTAC

y voliumenes de 1y 2 L, como lo indica la linea punteada marcada con color rojo (5% de hemolisis).



48

100 mmm  (Control Negativo Hemolisis
80 = —— Conftrol Positivo Hemaélisis
60 == ()45 mM Au°

] = 25 mM Au°
40
1 == 5 m Au°
20
0 |

012345678910

isis

%Hemol

uk AuNCCs

Figura 21. Porcentaje de hemodlisis producida por la exposicion a los AuNCCs pequeiios con diferentes
concentraciones de Au® y 0.1 mM de CTAC. Control Negativo (Rojo), Control Positivo Tritén X-100 20% (Azul), 0.45
mM Au® (Verde), 2.25 mM Au® (Gris) y 4.5 mM Au® (Morado). Cada barra indica el valor promedio *DE de un

triplicado.
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Figura 22. Porcentaje de hemodlisis producida por la exposicion a los AuNCCs medianos con diferentes
concentraciones de Au® y 0.1 mM de CTAC. Control Negativo (Rojo), Control Positivo Tritén X-100 20% (Azul), 0.45
mM Au® (Verde), 2.25 mM Au® (Gris) y 4.5 mM Au® (Morado). Cada barra indica el valor promedio *DE de un
triplicado.
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Figura 23. Porcentaje de hemdlisis producida por la exposicién a los AUNCCs grandes con diferentes concentraciones
de Au®y 0.1 mM de CTAC. Control Negativo (Rojo), Control Positivo Tritén X-100 20% (Azul), 0.45 mM Au® (Verde),
2.25 mM Au® (Gris) y 4.5 mM Au® (Morado). Cada barra indica el valor promedio +DE de un triplicado.

3.2.5 Evaluacidon del tipo de muerte celular en osteoblastos expuestos a los

AuNCCs

La muerte celular es un proceso en el cual todas las funciones celulares son detenidas, debido a factores
que provocan su cambio o mal funcionamiento, tales como: cambios morfoldgicos, produccién exacerbada
de especies de oxigeno altamente reactivas, daifio en la membrana celular, dafio al material genético, etc.
Se evalud el tipo de muerte celular causado por la exposicion de los osteoblastos a los AUNCCs durante 48
horas (con la 1Csp) buscando obtener informacidon mads precisa para explicar los cambios morfolégicos

obtenidos. El tipo de muerte celular fue evaluado por citometria de flujo.

Para todos los tamafos y concentraciones de AuNCCs, se obtuvo una mayor tendencia a una muerte
celular por apoptosis temprana. Teniendo en cuenta que el mayor porcentaje de este efecto se encuentra
en la concentraciéon de 0.45 mM de Au®, conforme se aumentd la cantidad de AuNCCs, el porcentaje de
muerte por necrosis también crecid, aunque, siempre la apoptosis temprana fue la muerte mas

pronunciada.



50
Las graficas y porcentajes de los distintos tipos de muerte celular encontrados para cada tamafio de
AuNCCs se muestran en la Figura 24 (AuNCCs pequefios), Figura 25 (AuNCCs medianos) y Figura 26
(AuNCCs grandes).
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Figura 24. Porcentaje de células con los tipos de muerte celular de osteoblastos expuestos a AUNCCs pequeios en
concentraciones 0.45, 2.25y 4.5 mM de Au® y 0.1 mM de CTAC por 48 horas. Tipos de muerte celular: Necrosis (Rojo),
Apoptosis temprana (Azul) y Apoptosis tardia (Verde). Porcentajes graficados de los resultados obtenidos por
citometria de flujo. Cada punto indica el valor promedio +DE de un triplicado.

Los osteoblastos expuestos a los AuNCCs pequefios por 48 horas, arrojaron que la muerte mas
pronunciada con todas las concentraciones de AuNCCs, es la apoptosis temprana. Los valores obtenidos

de los tres tipos de muerte fueron se muestran en la Tabla 15.
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Tabla 15. Porcentajes de tipo de muerte celular obtenidos debido a la exposicién de osteoblastos a los AuNCCs
pequefios y sus diferentes concentraciones de Au®.

Concentracion Porcentaje de Porcentaje de Necrosis
mM de Au° apoptosis temprana apoptosis tardia
0.45 mM 25% 4% 5%
2.25 mM 20% 5% 9%
4.5 mM 22% 5% 9%
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Figura 25. Porcentaje de células con los tipos de muerte celular de osteoblastos expuestos a AUNCCs medianos en
concentraciones 0.45, 2.25y 4.5 mM de Au®y 0.1 mM de CTAC por 48 horas. Tipos de muerte celular: Necrosis (Rojo),
Apoptosis temprana (Azul) y Apoptosis tardia (Verde). Porcentajes graficados de los resultados obtenidos por
citometria de flujo. Cada punto indica el valor promedio +DE de un triplicado.

Para la exposicién con los AUNCCs medianos por 48 horas, el tipo de muerte celular que conté con un

mayor porcentaje fue la apoptosis temprana (Figura 25), con los porcentajes promedio mostrados en la

Tabla 16.
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Tabla 16. Porcentajes de tipo de muerte celular debido a la exposicidn de osteoblastos a los AuNCCs mediante sus
diferentes concentraciones de Au®.

Concentracion Porcentaje de Porcentaje de Necrosis
mM de Au’ apoptosis temprana apoptosis tardia

0.45 mM 23% 3% 3%
2.25mM 9% 1% 2%
4.5 mM 18% 4% 3%
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Figura 26. Porcentaje de células con los tipos de muerte celular de osteoblastos expuestos a AUNCCs grandes en
concentraciones 0.45, 2.25y 4.5 mM de Au® y 0.1 mM de CTAC por 48 horas. Tipos de muerte celular: Necrosis (Rojo),
Apoptosis temprana (Azul) y Apoptosis tardia (Verde). Porcentajes graficados de los resultados obtenidos por
citometria de flujo. Cada punto indica el valor promedio +DE de un triplicado.

Nuevamente el tipo de muerte predominante cuando los osteoblastos fueron expuestos a los AUNCCs

grandes fue la apoptosis temprana, seguida de la apoptosis tardia y por ultimo la necrosis; los porcentajes

obtenidos se muestran en la Tabla 17.



53

Tabla 17. Porcentajes de tipo de muerte celular debido a la exposicion de osteoblastos a los AUNCCs grandes y sus
diferentes concentraciones de Au®.

Concentracion Porcentaje de Porcentaje de Necrosis
mM de Au° apoptosis temprana apoptosis tardia
0.45 mM 24% 3% 3%
2.25 mM 12% 1% 1%
4.5 mM 13% 3% 1%

Para los 3 tamafios y sus diferentes concentraciones, se realizé el andlisis estadistico para corroborar que

el tipo de muerte por apoptosis temprana tenia una diferencia significativa en comparacion de la apoptosis

tardia y necrosis, obteniendo un valor de p<0.05, indicando que efectivamente hay diferencia con esta

muerte.

Al final, se realizé una grafica comparando los porcentajes de apoptosis temprana para todos los tamafios

y concentraciones de AuNCCs (Figura 27), mostrando que hay un comportamiento similar cuando la

concentracion de AUNCCs es 0.45 mM de Au®. Al realizar anélisis estadistico se obtiene un valor de p>0.05,

indicando que no hay diferencia significativa. Para las concentraciones de 2.25 y 4.5 mM de Au®, si existe

diferencia significativa, con valor de p<0.05, y diferencia de los porcentajes.
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Figura 27. Porcentajes de apoptosis temprana obtenida con la exposicidon a los AUNCCs de distintos tamafios y
concentraciones. AUNCCs pequefios (Azul), AuUNCCs medianos (Rojo) y AuNCCs grandes (Verde). Cada barra indica el
valor promedio +DE de un triplicado. Con p>0.05, indicando que no existe diferencia significativa con 0.45 mM de
Au® (Todos los tamafios); y p<0.05, indicando que existe diferencia significativa con las concentraciones de 2.25y 4.5
mM de Au° para los distintos tamafios.

3.2.6 Evaluacion de la Internalizacion de los AUNCCs en osteoblastos

La internalizacién de una nanoparticula es muy importante en una evaluacién toxicoldgica, ya que puede
influir directamente en el proceso del tipo de muerte celular y los mecanismos que la desencadenan. Una
célula puede cambiar su complejidad intracelular, debido a un aumento causado por la internalizacién de
un nanomaterial que pueda llevarse a cabo, esto permite el incremento en la estructura interna, lo que
modifica su grosor y tamafio, permitiendo que, mediante un haz de luz focalizado, el citémetro recoja
todos estos parametros y los compare con el control, permitiendo obtener los valores del porcentaje de

cambio de complejidad celular.

En la Figura 28 se muestra el porcentaje del cambio en la complejidad intracelular de los osteoblastos,
después de haber sido expuestos a los distintos tamafos de AuNCCs y sus respectivas concentraciones,

comparandolos con la complejidad intracelular intrinseca de las células vivas sin tratamiento alguno.
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Figura 28. Porcentaje de cambio de complejidad celular producida por la exposicién a los AUNCCs de distintos
tamanios y concentraciones relativa al control. AUNCCs pequefios (Azul), AUNCCs medianos (Rojo) y AuNCCs grandes
(Verde). Cada barra indica el valor promedio DE de un triplicado. Con p<0.05, indicando diferencia significativa con
2.25 mM de Au® (Todos los tamafios), 4.5 mM de Au® (Pequefios y Grandes) y 0.45 mM de Au’(Grandes).

Se observa que el menor porcentaje de diferencia es observado en los AUNCCs con concentracion de 0.45
mM de Au®, seguido de 4.5 mM de Au®. En la concentracién de 2.25 mM de Au® es donde el porcentaje de
complejidad tuvo un mayor cambio en todos los tamafios, observando una diferencia significativa con 2.25

mM y 4.5 mM de Au® con relacién al control.

Por lo tanto, el mayor porcentaje en cambio de complejidad sucedid con todos los tamafios en la
concentracion de Au® 2.25 mM, siendo los AuNCCs grandes los que tuvieron mayor porcentaje en este
cambio. Los porcentajes de cambio de complejidad celular para todas las concentraciones y tamafios se

muestran en |la Tabla 18.
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Tabla 18. Porcentajes de cambio de complejidad celular obtenidos por la exposicion de osteoblastos a los AuUNCCs
de diferentes tamafos y concentraciones por citometria de flujo.

Concentracion AuNCCs pequeiios AuNCCs medianos AuNCCs grandes
mM de Au°
0.45 mM 4% 3% 8%
2.25 mM 26% 25% 31%
4.5 mM 22% 2% 19%
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Caracterizacion fisicoquimica de los AUNCCs

4.1.1 Tamaio de Particula mediante TEM

El método reportado por el grupo de investigacion de Romo-Herrera y colaboradores en el 2016, permite
la variacion del tamafio de AuNCCs, al modificar la cantidad de semillas afiadidas a la solucién de
crecimiento. Esto permitio obtener los diferentes tamafios de cubos sintetizados, como lo muestran las
micrografias TEM vy la distribucion de tamafios obtenidas (Figura 3). Los AuNCCs pequefios muestran una
diferencia aproximada de 13 nm en el valor medio de arista con relacién a los AUNCCs medianos y de 18
nm con los grandes. Entre los AUNCCs medianos y grandes se presenta una diferencia de valor medio de

arista de 5 nm.

4.1.2 Intensidad del Plasmén de Superficie localizado

En la Figura 4 se puede ver la intensidad de la absorbancia obtenido para los diferentes tamafios de

AuNCCs sintetizados.

Se observa que el maximo del pico correspondiente al plasmdn se encuentra en la longitud de onda para
pequefios (607 nm), medianos (660 nm) y grandes (705 nm). Los valores obtenidos fueron comparados

con estudios previos.

El monitoreo de la estabilidad de estos AUNCCs en dispersion coloidal acuosa para ser usados en los
experimentos de viabilidad celular fue realizado gracias a la respuesta ante la luz de los AUNCCs debido a

la excitacion del mencionado LSPR.

De acuerdo con la Figura 5, la intensidad del LSPR para cada muestra con distintos tamafios de AUNCCs no
presenta una variacién notoria, ni tampoco una considerable en el desplazamiento de la longitud de onda.

De lo cual podemos concluir que las dispersiones de AuNCCs con 0.45 mM de Au® y CTAC 100 mM pueden
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ser almacenadas en condiciones ambiente manteniéndose su estabilidad para su posterior uso en los

distintos experimentos de toxicidad celular, sin presentarse agregacién entre las mismas.

De manera similar los espectros UV-Vis permiten monitorear la estabilidad de los AuUNCCs cuando el
surfactante usado (CTAC) fue removido hasta alcanzar una concentracion muy baja (0.1 mM). (Se
recomienda utilizar los cubos con este proceso inmediatamente para los experimentos celulares). Al
disminuir la concentracion de CTAC para todos los tamafios de los AUNCCs, se observo que la sefial del
LSPR permanecia en una longitud de onda muy similar a la original (Figura 6). Por su parte la disminucion
en la intensidad de Absorbancia para estas muestras pudiera deberse a las pequefias pérdidas de AUNCCs
en la decantacién del sobrenadante después de los centrifugados; no obstante, el plasmdn obtenido para
cada tamafiio resulté satisfactorio. La estabilidad de estos cubos fue confirmada con la caracterizacién por

potencial zeta y diametro hidrodindmico.

Ademas de lo anterior, se logra observar que el pico maximo se encuentra mas ancho en comparacion de
la dispersidn original, siendo mds notorio en los cubos de tamafios pequefio, seguido de los medianos y

por ultimo de los grandes.

4.1.3 Medicion del Potencial Zeta mediante DLS

En la Tabla 4 se obtuvieron valores positivos del potencial zeta, indicando que se tiene una carga positiva
en la superficie de las nanoparticulas. Lo cual se debe a que el CTAC, un surfactante (molécula anfifilica)
catidnico, tiene a la formacion de micelas de doble capa ante la presencia de NPs de oro en medio acuoso,
recubriendo las NPs. Con esto, las secciones hidrofébicas de las moléculas quedan al interior de la micela
evitando que el agua y las secciones hidrofilicas de caracter positivo (por su cardcter catidnico) se
encuentren expuestas al agua en el interior de las micelas, confiriéndoles la carga superficial positiva
registrada. Asi mismo, puede observarse que, a mayor tamafio de los AuNCCs, el valor del potencial zeta
incrementa debido a que, a mayor tamano, se incrementa la cantidad de area superficial presente en cada

nanoparticula y con ello la carga superficial presente.

Estas mediciones al igual que la respuesta del LSPR por UV-Vis se realizaron cada 15 dias por 45 dias, para
monitorear la estabilidad de los cubos y asi tener seguridad de poder usarlos durante las pruebas
bioldgicas. En la Tabla 5 se muestran las mediciones realizadas durante este tiempo, observandose que no

existe practicamente una variacion del potencial zeta para los cubos pequefios; los cubos medianos
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mostraron una ligera disminucion de + 32.6 mV a + 28.3 mV; y por ultimo los cubos grandes presentaron

una disminucion de 9.9 mV.

En la Tabla 6, se muestran los valores de potencial zeta antes y después de haber disminuido la
concentracién de CTAC en el coloide. Para los cubos pequefios y medianos el valor absoluto no varia
mucho, mientras que, para los cubos grandes se registré una disminucién de 8.5 unidades. Estos resultados
nos indican que la mayor parte del CTAC removido del coloide se encontraba en exceso y no sobre la

superficie de los AUNCCs recubriéndolos y dandoles estabilidad coloidal.

4.1.4 Medicion del Diametro Hidrodinamico mediante DLS

Con los resultados anteriores, se puede observar que el surfactante juega un papel importante al rodear
los AuNCCs, lo cual esta reportado por Kawasaki y colaboradores en 2017, por lo cual cominmente se
obtienen valores de diametro hidrodindmico mayores al tamafio de las nanoparticulas. Vale la pena
mencionar que los modelos utilizados por los equipos de dispersién de luz dinamica (DLS) asumen una
morfologia esférica de las particulas presentes en el coloide; debido a lo cual no se puede aplicar para
cuantificar el tamafio de las nanoparticulas presentes es las muestras. No obstante, esta técnica resulta
de utilidad en el presente trabajo para monitorear cualitativamente la formacién de agregados de
nanoparticulas en el coloide ante los distintos pasos de disminucién de surfactante (CTAC) o aumento en

la concentracién de AuNCCs, lo cual se veria reflejado en aumento del didametro hidrodindmico del coloide.

Primeramente, se llevé a cabo el monitoreo del diametro hidrodindmico por 45 dias (cadal5 dias) (Tabla

9).

El pardmetro del diametro hidrodinamico no presenta cambios significativos con respecto al ler dia de la
sintesis de los AUNCCs en las 3 distintas muestras, indicando que no esta ocurriendo agregacidn entre

nanoparticulas.

Al llevar a cabo la disminucion de concentracion del surfactante CTAC, de igual forma se hicieron
mediciones del didmetro hidrodindmico para monitorear junto con las caracterizaciones anteriores, la
estabilidad de los AuNCCs, verificando que el didmetro hidrodindmico no aumentara debido a agregados
de AuNCCs. Para todos los tamarfios de los cubos de oro, el didmetro hidrodindmico presenté cambio

significativo.
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Por ultimo, se midieron los diversos valores de didametro hidrodindmico cuando se aumentd la
concentracién de AuNCCs en presencia de 0.1 mM de CTAC (Tabla 11). Se observd que para los AUNCCs
medianos y grandes se presenté un aumento del valor del didmetro hidrodinamico, presumiblemente
debido a la formacién de agregados cuya presencia modifica el valor medio del didmetro hidrodinamico
sensado. Esto se presentéd al aumentar la concentracion de particulas de oro, causando un mayor
acercamiento entre estas, lo que pudo facilitar cierta agregacion. Por su parte, los AUNCCs pequefios
presentaron una disminucion en el didmetro hidrodindmico al aumentar la concentracion de
nanoparticulas, lo cual pudiera provenir de algiun fenédmeno tipo maduracion de Ostwald entre las
nanoparticulas. Sin embargo, con las caracterizaciones obtenidas por espectrofotometria de UV-Vis, se

observa que no fue mucha la modificacion sufrida.

4.2 Ensayos de Biocompatibilidad

4.2.1 Viabilidad celular de los osteoblastos murinos MC3T3-E1 expuestos a

diferentes concentraciones y tamafos de AuNCCs, mediante la reduccion de MTT

De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 8, para el método tradicional se necesita una menor
cantidad de volumen de dispersidn coloidal de cubos para causar un efecto adverso, comparado con el
método alternativo, aun asi, la muerte celular con los intervalos de volUmenes anteriores no presenta gran
diferencia. Esto permite elegir cualquiera de los dos métodos como posible protocolo para efectuar los
experimentos debido a que el método alternativo asemeja en mayor medida la impregnacion de NPs en

papel, se decidié seguir con este.

El siguiente paso fue evaluar la viabilidad celular por el método alternativo, para cada tamafo de los cubos
y sus diferentes concentraciones de AuNCCs en dispersidon y comparandolo con la muestra control sin
AuNCCs con 0.1 mM de CTAC, lo cual sirvié para garantizar que se estaba observando el efecto de la

presencia de los AUNCCs y no del CTAC.

Al observar la grafica y los valores de las Figuras 9, 10 y 11, especificamente la tendencia color negra de la
muestra control con las cantidades empleadas, no alcanzd la ICso experimentalmente. Haciendo uso de la
estadistica Probit para hacer una estimacidn al valor necesario para este efecto se obtiene que el CTAC a

esta concentracion y cantidades de solucién empleadas, causa en efecto tdxico no relevante. Para la Figura
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9 de los AuNCCs de tamaio pequefio se encontrd que conforme se aumentaba la concentraciéon de
AUNCCs, la ICsg se obtenia a menores volumenes de coloide, entonces en esta situacion, la concentracion
de AuNCCs presentes en el coloide, se encuentra ligado a la toxicidad celular. Este mismo ensayo se realizd
para los AUNCCs medianos y grandes, obteniendo resultados similares a lo encontrado con las particulas
pequefias, con excepcién en que los volimenes necesarios para causar la ICso para ambos casos son

mayores en comparacién con el menor tamafio, como se observa en la Figura 10 y Figura 11.

Se concluye entonces que efectivamente la cantidad de nanocubos presentes en las dispersiones
empleadas afecta el porcentaje de viabilidad celular a volimenes menores de dispersién utilizada.
Ademas, se observd una variable mas que se encontraba ligada a la toxicidad, el tamafio de los cubos, ya
gue cubos de menor tamafio presentaban mas toxicidad que los medianos y estos a su vez mas que los

grandes.

Las graficas presentadas en las Figuras 12, 13 y 14, fueron construidas con los ensayos de viabilidad celular
realizados, comparando los 3 tamafios de AuNCCs para cada una de las concentraciones de nanoparticulas.
Se visualiza el efecto tdxico relacionado al tamafio de los AUNCCs, encontrando en el analisis estadistico
realizado p<0.05 para las tres figuras, por lo que hay diferencia significativa en la toxicidad entre los tres

tipos de cubos.

En la Figura 12 se comparan los cubos pequefios, medianos y grandes, a una concentracion de oro 0.45
mM. Se observa que para los cubos pequefios se obtuvo la ICso con un valor menor a los cubos medianos,
afirmando que el tamanio tiene relacién con la toxicidad, entre menor tamafio los cubos mas tdxicos son.
Para las Figuras 13 y 14 con distintas concentraciones de AUNCCs (2.25 mM y 4.5 mM) es corroborado que
el tamano en la toxicidad celular de los osteoblastos juega un papel importante con el patrén siguiente de

toxicidad de los AUNCCs: Pequefios > Medianos > Grandes.

Aunqgue aun no existe literatura con nanocubos cdéncavos de oro, si existen con otras morfologias de
nanoparticulas de oro, los cuales fortalecen los presentes resultados; por ejemplo, el grupo de Pislova y
colaboradores en 2020, compararon el efecto en la cantidad de Au® usado en la sintesis de Nanoesferas
(0.3 MM y 0.4 mM de oro), ademas de variaciones en su tamafo de 10 y 20 nm, con la linea celular de
osteoblastos Saos-2 por exposicidn de 7 dias, encontrando que efectivamente el tamafio y concentraciéon

de las nanoparticulas, esta ligado directamente a la toxicidad.
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4.2.2 Cambios morfoldégicos de los osteoblastos murinos MC3T3-E1 expuestos a

diferentes concentraciones y tamanos de AuNCCs

De acuerdo con diversos estudios como el del grupo de investigacién de Steckiewicz en 2019, la exposicion
de osteoblastos de la linea celular MG63 y hFOB 1.19 a nanoparticulas de oro como esferas, rodillos y
estrellas, correlaciona una toxicidad con su cambio morfolégico, al pasar de células alargadas a células con
forma ovoide irregular. Por ello la evaluacidn de los cambios morfolégicos resulta importante. En este caso
los cambios para la linea celular de osteoblastos MC3T3-E1 con respecto a la exposicién con los AUNCCs.
Las células control sin tratamiento, muestran una morfologia alargada y con pequeiias prolongaciones,
caracteristicas de células de forma de fibroblastos (Peck, et al., 1964). Al exponer estas células por 48 horas
con los AuNCCs pequefios y sus diferentes concentraciones, se obtuvieron los resultados mostrados en la

Figura 15.

Teniendo en cuenta los ensayos de MTT y la ICso obtenida, se observa en la columna de 0.45 mM de Au®
que con 4.1 x 10* particulas, la morfologia permanece casi idéntica en relacidn con el control; cuando se
adicionan 8.6 x 10%* particulas existe un gran cambio, pues adquieren una figura irregular semicircular;
cuando la concentracion se acerca a la ICsg, se puede ver que esta forma semicircular se torna irregular e
incluso unas células son ovoides, ademas de que comienzan a presentar formaciones de puntos negros
dentro de estas, esta irregularidad en la membrana celular es mucho mayor ya que no existe una forma
especifica y los granulos negros son mucho mayores, ademas de que los restos celulares alrededor de esta
son muy visibles (esto corresponde a una cantidad de particulas mas alla de la concentracién inhibitoria
obtenida). Los efectos antes mencionados son muy notorios para las concentraciones de 2.25 y 4.5 mM
de AUC, la irregularidad y restos celulares en los osteoblastos son observados con exposicién a 2.2 y 4.3 x
10%° particulas respectivamente, la formacion de los puntos negros también es mucho mayor, esto
posiblemente debido a la gran cantidad de particulas que se encontraban en el medio debido a la alta
concentracién de oro en estas, ademas del tamafio pequefio que pudiese ser un factor de internalizacion
en estas y asi causar rapidamente el dafio celular. Estas imagenes corroboran los porcentajes de viabilidad

celular obtenidos en los ensayos de MTT.

La misma observacion morfolégica se realizé para las exposiciones con los AUNCCs medianos y grandes,
obteniendo resultados similares en cuanto a los cambios morfoldgicos, pero no a la cantidad de particulas
necesarias para causar la ICso y por lo tanto, cambios en la membrana celular. Para los cubos medianos y
sus distintas concentraciones, el volumen empleado de la dispersion coloidal, fue mayor en comparacion

con los de tamano pequeno, y menor con respecto a los grandes. Confirmando que el tamafio y la
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concentracién de AuNCCs, son factores importantes en los cambios morfolégicos sufridos en los

osteoblastos.

En la Figura 16 correspondiente a los AUNCCs medianos se observa que existe un cambio morfoldgico en
los osteoblastos con poco volumen afiadido de dispersidon de cubos, para las tres concentraciones. Las
células se tornan circulares, ademads de que comienza a haber un cambio en la membrana celular, la cual
comienza a tornarse amorfa y los granulos negros comienzan a formarse dentro de estas. En las
concentraciones mayores de AuNCCs (2.25 y 4.5 mM de Au®), estos cambios se observan en menores
proporciones, debido a la cantidad de AuNCCs ante la exposicion de los osteoblastos, lo que causa mayor
toxicidad. Por ultimo, en las células expuestas a los cubos de mayor tamafiio Figura 17, se observa que los
cambios morfoldgicos presentados son similares a los casos anteriores, pues la forma circular por parte de
los osteoblastos estd presente y la formacion de granulos color negro también, aunque en una menor
cantidad en comparacién con los cubos medianos y a su vez menos que en los pequefios. Por lo tanto, las
modificaciones celulares circulares, se dan en todos los casos cuando se exponen con los cubos de
cualquier tamafio y concentracidn, sin embargo, los cambios amorfos, los granulos y restos celulares se

van dando conforme se aumenta el tamafo de los AUNCCs y a su vez la concentraciéon de AuNCCs.

Los cambios mencionados anteriormente, pueden ser producidos por la internalizacidon de los AUNCCs y la
relacidn a los iones de Au* que puedan estar presentes dentro de la célula, pues Landgraf y colaboradores
en el 2015 mencionan que moléculas con carga positiva pueden causar alteraciones en el citoesqueleto
de las células. Por su parte Mironava y colaboradores en el 2014, hacen referencia a cambio en la
polarizacidon y modificacién estructural de la membrana celular, derivada a los diferentes mecanismos de
internalizacién ligados a los tamafios y formas de AuNPs como esferas y rodillos, asi como a los iones de
oro presentes derivados de las AuNPs. Los granulos negros observados pueden deberse a algunos tipos
de vacuolas presentes por mecanismos de internalizacidn, las cuales encierran a los cubos durante su

internalizacién y transito celular, como ha sido descrito en estudios realizados por Tang, et al. en el 2015

con AuNPs en forma de rodillos de 23 y 26 nm expuestas a células fibroblasticas.
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4.2.3 Ensayo fluorimétrico de la produccidon de especies de oxigeno altamente
reactivas (ROS) mediante la reduccidn del reactivo diacetato de 2’,7’-

diclorodihidrofluoresceina (H2.DCFDA)

Las ROS (Especies de oxigeno altamente reactivas) participan en la regulacion de la divisién celular y su
supervivencia, ya que son moléculas importantes en la respiracién celular por el transporte electrénico y
reacciones de éxido-reduccion. Derivado de esto, un estrés oxidativo produce una mayor actividad de las
enzimas estearasas y mayor incremento en la produccidn electréonica del complejo | y Il de la cadena

transportadora de electrones mitocondrial, provocando el incremento de ROS.

La produccidn de estas especies quimicas esta dada por la reduccion del oxigeno para convertirlo en el ién
superoxido, el cual posteriormente genera perdxido de hidréogeno, segun estudios realizados por Sies y
colaboradores en el afio 2020. Por ello, esta medicidn nos indicd el estrés celular y no tanto la respiracion
celular normal. Esta generacidn de especies de oxigeno altamente reactivas se muestra en las Figuras 18,
19y 20, por la exposicion de AUNCCs pequefios, medianos y grandes respectivamente. Donde al igual que
el ensayo de viabilidad celular por reduccién de MTT, al aumentar la concentracién de cubos y un
incremento en los volimenes de exposicidn, genera un mayor estrés por parte de los osteoblastos. La
medicidn se compard tomando en cuenta un 100% de producciéon generado normalmente, con una
muestra control de osteoblastos sin tratamiento con AuNCCs. La tendencia mdxima obtenida fue una
produccién de alrededor del 158% un incremento de casi 58%; con una tasa de incremento con respecto
al volumen de coloide utilizado mas répida en los cubos de tamano pequefio, seguido de los medianos y
por ultimo de los grandes; confirmandose que 4.5 mM de Au® es mas toxico que 2.25 mM Au®y por ultimo
0.45 mM de Au®. Para complementar estos datos y descartar que el aumento en la produccién de estas
moléculas es debido también a su respiracidn por viabilidad, se llevdé a cabo un andlisis dividiendo los
porcentajes de ROS producidas con la viabilidad celular de los experimentos anteriores, para asi obtener
el porcentaje relativo mostrado también en las Figuras 18, 19 y 20. Estos porcentajes relativos nos indican
que la produccidn de ROS incrementa al disminuir la vida de los osteoblastos, descartando asi una
produccién normal de ROS y confirmando un estrés celular aumentado. El incremento en ROS muestra
una tendencia linealizada y constante en volimenes de AuNCCs grandes. Notando el mayor incremento
en este efecto con las muestras de 4.5 mM de Au® en todos los tamafios. Ademas, esta toxicidad quedd
mejor plasmada con este andlisis de los datos, ya que concentraciones de 0.45 mM de Au® muestran casi

nula inclinacién y porcentaje.
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Indicando nuevamente la siguiente relacidn en toxicidad entre los tamafos y concentraciones:

Pequefios > Medianos > Grandes; 4.5 mM Au® > 2.25 mM Au® > 0.45 mM Au®.

Se conoce que el incremento en ROS en linea celulares derivado de la exposicidon con diferentes AuNPs
como esferas de 22.18 nm y osteoblastos MG-63 (Al-Saqr, et al., 2021) o AuNPs de 40 nm conjugadas con
Titanio y osteoblastos MCT3-E1 (Pissuwan, et al., 2022); puede hacer que estas células produzcan una
diferenciacidn inadecuada, debido a los dafios morfoldgicos causados. Por ello, si los AUNCCs siguen el
mismo camino para causar este dafio, aplicaria el mecanismo que menciona la inhibicién en las sefiales
del complejo proteina fosfatidilinositol quinasa-3 / proteina quinasa-3 (PIK3/AKT), impidiendo por lo
mismo la diferenciacidn celular, lo cual a su vez activaria glucocorticoides que estimulan a FAS-ligando
para activar FAS y este ultimo a la CASPASA 8, responsable de la muerte celular por apoptosis (Shuang-

Dei, et al., 2019).

4.2.4 Ensayo de hemocompatibilidad de los AUNCCs en sus distintos tamafios y

concentraciones

Los osteoblastos son células derivadas de las células madre pluripotenciales, por lo que, deben circular en
parte de su vida media dentro del torrente sanguineo. Ademas, al conformar parte del tejido dseo,
requieren alta demanda de sangre para promover la angiogénesis en la reparacidén y renovacion de los
huesos (Pajevic, et al., 2019). Por tal razén, fue precisa la evaluacidn de la hemocompatibilidad, segun lo
indicado en la norma I1SO 10993-4:2017, donde los dispositivos médicos evaluados deben de presentar un
porcentaje menor al 5% de hemdlisis total. Con lo anterior indicado, se evaluaron los diferentes tamafios
y concentraciones de AuNCCs. En la Figura 21, correspondiente a la exposicion sanguinea con los cubos
pequefios a sus distintas concentraciones, se observa que los AuNCCs pequefios expuestos no son
hemocompatibles, pues presentan una toxicidad hacia los eritrocitos muy notoria. Para los nanocubos
medianos (Figura 22) la Gnica compatibilidad fue a la concentracién 0.45 mM de Au® y 0.1 mM de CTAC,
utilizando 1 pL de coloide correspondiente a 1.1 x 10%* particulas con porcentaje de hemdlisis del 4.9%.
Por ultimo, para los AUNCCs grandes (Figura 23) se encontré que la muestra con concentracion 0.45 mM
de Au®y 0.1 mM de CTAC, al utilizarse 1 pL o 2 pL de coloide correspondiente a aproximadamente 7.2 x
10" o 1.4 x 10* nanoparticulas. La tendencia encontrada sigue confirmando que los AUNCCs pequefios
producen mayor toxicidad, seguido de los medianos y al ultimo los grandes, aumentando cada vez en

relacidn con los voliumenes utilizados y la concentracién de AuNCCs.
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Contrastando con estudios previos de AuNPs en eritrocitos humano, tenemos el realizado por Luma y
colaboradores en el 2021, donde evaluaron nanoesferas con un tamafio aproximado de 10 nm.
, . . m
Encontraron que estas particulas son compatibles en concentraciones menores a 3 m—“z. El grupo de
investigacion de Huang en el 2021 encontré hemocompatibilidad con nanorodillos de aproximadamente
, mg
23 nm concentraciones menores a 8 o
Tomando en cuenta lo anterior, la forma de las AuNPs, su tamafio y concentracién juegan un papel

fundamental en la toxicidad con los eritrocitos.

4.2.5 Evaluacion del tipo de muerte celular en osteoblastos expuestos a los

AuNCCs

La evaluacién del tipo de muerte celular causada por la exposicién de los osteoblastos a los AUNCCs en un
lapso de 48 horas fue de suma importancia, ya que con estos resultados se puede confirmar y analizar los
cambios ocurridos a nivel morfolégico, la produccidn alta de ROS y factores como la internalizacién a nivel

celular.

De acuerdo con estudios previos, donde las diferentes formas de AuNPs como esferas de 10 nm en 10
pg/mL por 48 h. (H-sun, et al., 2018), rodillos de 10 nm en 9.85 ug/mL por 48 hrs (Taylor, et al., 2010) y
estrellas de 34 nm en 400 pg/mL por 24 hrs. (Favi, et al., 2015), causan en su mayor proporcién de muerte

del tipo apoptética.

El método de tincién con Anexina V — PI, indicé el tipo de muerte preferente para los osteoblastos
expuestos a los cubos, teniendo como resultado una mayor proporcidn del tipo de muerte celular por
apoptosis. Especificamente, una apoptosis temprana con todos los tamafios y concentraciones de AuNCCs,
considerando siempre las concentraciones de 1Cso usadas. En el andlisis por citometria de flujo, la mayor
densidad de eventos se produjo en el cuadrante ( +, - ), caracteristico de apoptosis temprana, lo cual es

confirmado en las Figuras 24, 25 y 26 para AuNCCs pequefios, medianos y grandes respectivamente.

Ademas, se realizd un andlisis estadistico entre cada tamafio y sus concentraciones de AuNCCs,
obteniéndose en todos los casos un p<0.05, indicando que hay diferencia significativa entre los tipos de

muerte.
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Con lo anterior, queda establecido que la apoptosis temprana es la via de muerte causada en mayor
proporcién por los AUNCCs ante su exposicion por 48 h. El valor mayor en el porcentaje de este tipo de
muerte celular se presenta con la concentracién de 0.45 mM de Au® y disminuye un poco conforme la
concentracién de AuNCCs incrementa. El tamafio también influye, ya que los cubos pequefios presentan
un valor mayor del porcentaje de apoptosis en relacion con los otros tamafios. Esto también se ve reflejado
con los resultados obtenidos en cambios morfoldgicos, pues en las Figuras 15, 16 y 17 se nota que ademas
de cambiar el aspecto celular, se pueden encontrar cuerpos circulares dentro de las células, posiblemente
debido a los cuerpos apoptdticos formados confirmados por este ensayo. De igual manera, se presenta
una disminucion en el tamafio celular (caracteristico de una muerte programada (Hacker-G, 2000)) al
exponerse a un mayor volumen y concentracidn de particulas. Los restos celulares observados pueden ser

debido a el pequefio porcentaje de necrosis y apoptosis tardia presentados (Chen-Q, et al., 2018).

Se confirma también lo relacionado con la generacién de ROS, ya que un incremento de ROS es
caracteristico de dafio mitocondrial y muerte programada por apoptosis, posiblemente debido a la

exposicién con iones de oro, ademas de una posible internalizacién de los AUNCCs.

4.2.6 Evaluacion de la internalizacion de AuNCCs en osteoblastos

La medicidn del parametro del cambio en la complejidad celular por citometria de flujo es muy importante,
ya que puede indicarnos si las AUNPS se internalizan en los osteoblastos. Estudios anteriores mencionan
gue nanoesferas de oro (AuNEs) tienden a internalizarse en osteoblastos (Tsai S-W, et al., 2013); de igual
manera, formas mas complejas como rodillos y estrellas han presentado distinto grado de este fendmeno,
dependiendo también de su tamafio (Pakravan, et al., 2021). Por lo tanto, fue necesario medir el cambio
en la complejidad causada por los AUNCCs a los osteoblastos su diferencia ante los diferentes tamafios y
las distintas concentraciones de AuNCCs. Los resultados pueden sen consultados en la Figura 28 y los

porcentajes en la Tabla 18.

La posible internalizacidn de los AuNCCs puede estar relacionada con el aumento en produccién de las
ROS obtenidas. Si la internalizacion de los AUNCCs es llevada a cabo en una mayor proporcién, se favorece
la exposicion de iones de Au* a la mitocondria celular (encargada de llevar el proceso oxidante),
ocasionando que las especies altamente reactivas de oxigeno se vuelven mas presentes. Por ende, una

mayor concentracién de AuNCCs pudiera provocar mayor actividad para la generacion de ROS.
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Estos resultados obtenidos, corroboran estudios previos con AuNPs de morfologias distintas, los cuales
mencionan que la internalizacién por parte de estas particulas se lleva mayormente por la via mediada por
endocitosis y causan el efecto del incremento de ROS mencionado, el tipo de muerte celular y cambios
morfoldgicos en lineas celulares de osteoblastos (Steckiewicz, et al., 2019). Por lo tanto, resulta plausible
que formas tipo AuNCCs pueden llevar a cabo internalizacién y depende mucho del nimero de particulas
al que se exponen los osteoblastos. No obstante, en este trabajo el tipo de internalizacién realizado no se

fue analizado.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se logré sintetizar tres tamafios diferentes de AUNCCs (pequefios, medianos y grandes) y su posterior
caracterizacion mediante TEM, potencial zeta y diametro hidrodindmico, incluyendo el monitoreo de su
estabilidad durante el tiempo, durante la disminucidon de concentracidon del surfactante CTAC (para

disminuir el efecto toxico de este reactivo) y durante el aumento en la concentracién de AuNCCs.

Los resultados muestran que las dispersiones coloidales de AuNCCs son estables, de acuerdo con los
pardmetros de potencial zeta y didametro hidrodindmico obtenidos para las distintas muestras

corroborando una casi nula agregacion.

Al comparar los métodos de incubacidn celular con los AuNCCs, el método alternativo propuesto resulto
el menos téxico. Se encontré mediante los resultados por los ensayos de MTT y la ICso correspondiente, la
medicion del porcentaje ROS generadas, la visualizacién de los cambios morfolégicos y las pruebas del
porcentaje de hemdlisis en eritrocitos humanos, que, a una mayor cantidad de particulas en el medio, es
decir existe una mayor toxicidad hacia los osteoblastos. Ademads, entre menor sea el tamafio de los AUNCCs
empleados, mayor es la toxicidad generada. En resumen, al utilizar un menor tamafio y mayor
concentracién de AuNCCs, resulta mas téxico en los osteoblastos y en células sanguineas para el caso del

ensayo de hemdlisis.

En cuanto al tipo de muerte celular y la internalizacidn, se encontré que la apoptosis temprana es el tipo
de muerte predilecta en todas las concentraciones y tamafios de AuNCCs, con una mayor proporcién para
0.45 mM de Au®. Para la internalizacién, existe un porcentaje de cambio de complejidad celular en relacién
con el control de células vivas usado, que hace plausible una internalizaciéon de los AuNCCs de todos los

tamafios a nivel celular, siendo mas evidente para la concentracién de 2.25 mM de Au®.

Como trabajo a futuro, se propone remover por completo el CTAC como estabilizante en la superficie de
los AuNCCs, intercambiando por citrato de sodio. Esto permitiria realizar un estudio de toxicidad en
funcién del estabilizante que recubre superficialmente los AUNCCs con la linea celular de osteoblastos

murinos MC3T3-E1, tomando como ejemplo el ensayo mostrado en el Anexo.
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Anexo

Ensayos de viabilidad celular previos a los reportados en el trabajo de tesis

experimental

Ensayos de viabilidad celular por exposicion de AuNCCs medianos con concentracion 0.45 mM

de Au®y 0.1 mM de CTAC en la linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7.

Antes de comenzar con los ensayos de biocompatibilidad en la linea celular de osteoblastos MCT3-E1, se
realizé una prueba con la linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7, utilizando AuNCCs de tamafio
mediano con 0.45 mM de Au®y 0.1 mM de CTAC, el método usado fue el formato Alternativo (Figura 28).
Este ensayo sirvid para encontrar un rango de volumen a emplear para las pruebas con los osteoblastos.
El tratamiento y exposicidn de las células a los AUNCCs, fue el mismo usado en el ensayo de viabilidad

celular por formato Alternativo por 48 horas en los osteoblastos.

Para este ensayo, se encontré que en un rango de volumen de 6.188 a 6.495 L aparecia la ICso en esta

linea celular.
1004
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Figura 29. Toxicidad de los AuNCCs medianos con 0.45 mM de Au®y 0.1 mM de CTAC, mediante el método alternativo
en macréfagos murinos RAW 264.7. Cada punto indica el valor promedio +DE de un triplicado.
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Comparacion de la toxicidad por exposicion de AUNCCs medianos con concentracion 0.45 mM
de Au’ y 0.1 mM de CTAC en las lineas celulares de macréfagos murinos RAW 264.7 y

Osteoblastos murinos MC3T3-E1.

Teniendo en cuenta el experimento anterior, y el volumen encontrado, se decidié comparar la viabilidad
celular de los macrdéfagos con los osteoblastos, en un rango de volimenes aproximado de la ICso, el cual
fue desde 1 a 10 pL (Figura 29). Al realizar este ensayo, se logré observar que los osteoblastos resistian un
volumen mayor para la ICsgp en comparacién con los macréfagos, esto debido a que los macréfagos son
células del sistema inmune innato, que, en contacto con cuerpos ajenos al organismo, células muertas y
danadas, tienen una funcién de fagocitar, lo que provoca su activacién e inducen su propia muerte
(Kierdorf, et al., 2019). Mediante analisis estadistico de varianza, se obtuvo un valor de p<0.05, indicando
gue hay diferencia significativa entre ambas lineas celulares. Ademads de que este resultado se encontraba
en los voliumenes arbitrariamente usados, por lo tanto, este rango de exposicion fue usado en los ensayos

de biocompatibilidad del presente trabajo de tesis.
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Figura 30. Comparacidn de la toxicidad de los AUNCCs medianos con 0.45 mM de Au®y 0.1 mM de CTAC, mediante
el método alternativo en macrdofagos murinos RAW264.7 y osteoblastos murinos MC3T3-E1. Macrofagos (Azul) y
Osteoblastos (Rojo). Cada punto indica el valor promedio +DE de un triplicado. Con p<0.05, lo que indica que hay
diferencia significativa entre ambas lineas celulares.
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Toxicidad de diferentes surfactantes a 0.1 mM en macréfagos murinos RAW 264.7

Con base en los estudios reportados de la toxicidad del CTAC, es posible confirmar que el CTAC causa
toxicidad en la linea celular de macrofagos. Por lo tanto, se decidid realizar una evaluacion de la toxicidad
de diferentes surfactantes empleados en la sintesis de nanoparticulas de oro, con una concentracion de
0.1 mM, y asi saber cudl parte estructural de éstos es la que causante del efecto téxico. En la Figura 30, se
muestran los resultados del ensayo de citotoxicidad de cada surfactante en donde se observa que a partir
de un volumen de 4 pL de CTAC y CTAB se induce una toxicidad mayor en comparacién que el citrato de
sodio y el NaCl. Con datos estadisticos, entre el CTAC y CTAB no hay diferencia significativa, pues se obtuvo
un valor de p>0.05, sin embargo, al comparar la diferencia entre el citrato de sodio y NaCl, con CTAC y
CTAB respectivamente cada uno, se encontrd un valor de p<0.05, indicando que si existe una diferencia
entre estos. En la grafica se observa que el citrato de sodio tiene un efecto constante en la viabilidad celular
hasta una cantidad de 5 pL, donde hay una baja hasta aproximadamente 90%, un resultado benéficamente
comparable con el CTAC. Entonces comparando estas estructuras, la cadena cetil del CTACy CTAB es la
que presenta toxicidad. Teniendo antecedentes que el citrato de sodio es el surfactante mas usado en la
sintesis de AuNPs, se concluye que, para futuras evaluaciones toxicoldgicas, es viable realizar el cambio de
los AUNCCs de CTAC a citrato de sodio. Este experimento puede ser extrapolado con la linea celular de

osteoblastos MC3T3-E1.
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Figura 31. Comparacion de la toxicidad de diferentes surfactantes con concentracién 0.1 mM en macréfagos murinos
RAW 264.7. CTAC (Rojo), CTAB (Verde), Citrato de sodio (Morado) y NaCl (Azul). Cada punto indica el valor promedio
+DE de un triplicado.



