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RESUMEN

Este proyecto se ha centrado en el disefio y estudio de las propiedades de nanorods de oro para su
posible aplicacién en terapia fototérmica (PTT), para el tratamiento de ciertos tipos de canceres.

La terapia fototérmica se basa en producir un aumento localizado de la temperatura en la zona tumoral
con la consiguiente muerte de las células cancerosas. Para ello, se emplean los nanorods de oro
(AuNRs), que tras ser irradiados con luz cercana al infrarrojo provocan un aumento de la temperatura
debido a sus propiedades estructurales y dpticas caracteristicas, sin generar dafio significativo a los
tejidos no cancerosos, ya que no absorben radiacién a esa longitud de onda.

Por este motivo, se han sintetizado diferentes AuNRs con el fin de estudiar sus propiedades
fototérmicas en funcién de su tamafio y de su funcionalizacién con moléculas biocompatibles, tales
como PEG y proteinas (HSA).

Para analizar las propiedades fototérmicas de las diferentes muestras de AuNRs con el fin de investigar
su posible uso en PTT, se realizé un experimento donde se irradiaron las distintas muestras con luz de
distinta energia. Se observd que se generan diferentes incrementos de temperatura dependiendo del
tamanio de los AuNRs.

Con estas muestras se realizaron ensayos de viabilidad celular utilizando células cancerosas de mama
humana (SKBr-3). En general, se observo que la irradiaciéon de los AuNRs a 808 nm induce un aumento
de la citotoxicidad, debido al aumento localizado de la temperatura en las células. También se observd
que la funcionalizacion de AuNRs con HSA y PEG mejoran la biocompatibilidad del nanomaterial, ya
gue provoca menor muerte celular sin ser irradiados; sin embargo, tras irradiar a 808 nm, la muerte
celular aumenta considerablemente, el cual es uno de los principales objetivos buscados en este
proyecto.

Palabras clave: alimina sérica humana, células SKBr-3, espectroscopia UV-Vis, fotobiologia, nanorods
de oro, terapia fotodinamica.
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RESUM

Aquest projecte s'ha centrat en el disseny i estudi de les propietats de nanorods d'or per a la seua
possible aplicacio en terapia fototérmica (PTT), per al tractament d'uns certs tipus de cancers.

La terapia fototermica es basa a produir un augment localitzat de la temperatura en la zona tumoral
amb la consegiient mort de les cél-lules canceroses. Per a aix0, s'empren els nanorods d'or (AuNRs),
que després de ser irradiats amb llum proxima a l'infraroig provoquen un augment de la temperatura
a causa de les seues propietats estructurals i Optiques caracteristiques, sense generar mal significatiu
als teixits no cancerosos, ja que no absorbeixen radiacié a aqueixa longitud d'ona.

Per aquest motiu, s'han sintetitzat diferents AuUNRs amb la finalitat d'estudiar les seues propietats
fototérmiques en funcié de la grandaria i de la seua funcionalitzacié6 amb molécules biocompatibles,
com ara PEG i proteines (HSA).

Per a analitzar les propietats fototermiques de les diferents mostres de AuNRs amb la finalitat
d'investigar el seu possible Us en PTT, es va realitzar un experiment on es van irradiar les diferents
mostres amb llum de diferent energia. Es va observar que es generen diferents increments de
temperatura depenent de la grandaria dels AuNRs.

Amb aquestes mostres es van realitzar assajos de viabilitat cel-lular utilitzant cel-lules canceroses de
mama humana (SKBr-3). En general, es va observar que la irradiacié dels AuNRs a 808 nm indueix un
augment de la citotoxicitat, a causa de I'augment localitzat de la temperatura en les cel-lules. També
es va observar que la funcionalitzaci6 de AuNRs amb HSA i PEG milloren la biocompatibilitat del
nanomaterial, ja que provoca menor mort cel-lular sense ser irradiats; no obstant aixd, després
d'irradiar a 808 nm, la mort cel-lular augmenta considerablement, el qual és un dels principals objectius
buscats en aquest projecte.

Paraules clau: alimina serica humana, cél-lules SKBr-3, espectroscopia UV-Vis, fotobiologia, nanorods
d'or, terapia fotodinamica.
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ABSTRACT

This project has focused on the design and study of the properties of gold nanorods for their possible
application in photothermal therapy (PTT), i. e. for the treatment of certain types of cancers.

Photothermal therapy is based on producing a localized enhancement of the temperature in the tumor
area, with the consequent death of cancer cells. For this purpose, gold nanorods (AuNRs) have been
used, which after being irradiated with near infrared-light, are able to induce an increase in
temperature due to their characteristic structural and optical properties, without generating
significant damage to non-cancerous tissues, since they do not absorb radiation at this wavelength.

For this reason, different AuNRs have been synthesized and functionalized with biocompatible
molecules, such as PEG and proteins (HSA), in order to study their photothermic properties as a
function of their size.

To analyze the photothermic properties of the different AuNRs in order to investigate their possible
use in PTT, an experiment was carried out where all samples were irradiated with light of different
energies. It was observed that the temperature rises differently depending on the size of AuNRs.

Finally, cell viability assays were performed using human breast cancer cells (SKBr-3). In general, it was
observed that the irradiation of AuNRs at 808 nm induces an increase of cytotoxicity, due to the
localized enhancement of the temperature within the cells. It was also observed that the
functionalization of AuNRs with HSA and PEG improve the biocompatibility of the nanomaterials, since
it induces less cell death without being irradiated; however, after irradiation at 808 nm, cell death
increases considerably, which is one of the main objectives of this project.

Keywords: human serum albumin, gold nanorods, photodynamic therapy, photobiology, SKBr-3 cells,
UV-Vis spectroscopy.
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1. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo consiste en el disefio y funcionalizacién de nanorods de oro
(AuNRs) de distinto tamafio con el fin de investigar sus propiedades dpticas y térmicas para su posible
uso en aplicaciones bioldgicas (i. e., terapia fototérmica, PTT)

Para ello, se ha seguido y tratado de optimizar distintos métodos de sintesis de AuNRs, asi como
diferentes formas de poder funcionarlos con moléculas organicas biocompatibles. Se ha estudiado las
propiedades fototérmicas de diferentes sistemas, irradiando con luz de diferente energia con el fin de
conocer el potencial de estos para provocar un aumento de temperatura que se pueda traducir
finalmente en el uso de dichos sistemas en PTT.

Finalmente, el trabajo también tiene como objetivo estudiar la citotoxicidad de los AuNRs disefiados
tras irradiarlos con luz. Para ello, se han hecho estudios fotobioldgicos con lineas celulares del tipo
SKBr-3 (células cancerosas de mama humana).

11
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2. INTRODUCCION

2.1.EVOLUCION DE LOS NANOMATERIALES

El prefijo ‘nano’ es un prefijo griego cuyo significado mas general es ‘muy pequefio’; este representa
una mil millonésima parte de un metro (10°m) [1]. Durante los Ultimos afios, la nanotecnologia y la
nanociencia han atraido un gran interés en el dmbito de la investigacidn cientifica ya que poseen un
enorme potencial para multitud de aplicaciones a nivel tecnoldgico y biomédico [2].

La nanociencia es el estudio de sistemas de escala nanométrica (1-100 nm), mientras que la
nanotecnologia se define como el disefio, la caracterizacién, la produccidon y la aplicacién de dichos
sistemas en diferentes areas, bien tecnoldgicas, médicas, etc.

El desarrollo de la nanociencia se remonta a la época de los griegos en el siglo V a.C., cuando los
cientificos cuestionaban si la materia era continua o esta compuesta por particulas pequefias llamadas
atomos [1]. Tanto el descubrimiento de Watson y Crick de la estructura del ADN en el afio 1953 como
el estudio de los fullerenos de carbono en los afios 80 se puede considerar nanociencia [2].

Los sistemas principales de la nanotecnologia y que la nanociencia estudia son los nanomateriales,
puesto que han ganado gran relevancia en los avances tecnolégicos debido a sus propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas. Los nanomateriales se definen como un material natural o sintético compuesto
por particulas no ligadas, aglomeradas o agregadas con unas dimensiones externas en el rangode 1 a
100 nm [3].

BACTERIAS PELO MOSCA SER HUMANO
0. B < X s >
~ ; ) ",‘1 X, ‘&?"v -
O
metros 109107 10%¢ 5x10% 3 x10* 2x104 102 10t 1-2
| | 1 1 I || | 1 |
) ) T 1 1 ) 1
nanometros1-100  1.000 5000 30.000  200.000 10.000.000 1.000.000.000

100.000.000

NANOPARTICULAS

| ST
ACARO DEL POLVO 2

GLOBULOS ROJOS RATON
FIGURA 1. Ejemplos de sistemas nanométricos y de tamano superior. Imagen sacada de la Ref. [4].

Las propiedades de los nanomateriales pueden variar en funcién de su tamafo. Cuando se tiene un
material a escala nanométrica, su area superficial es mucho mayor comparada con la misma cantidad
de material de mayor tamano, lo cual le puede conferir mayor reactividad, variando, asimismo, sus
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propiedades eléctricas y resistencia. Existen algunos ejemplos donde un material de tamafio
nanométrico puede ser reactivo, pudiéndose utilizar para determinadas aplicaciones, mientras que, si
su tamafio aumenta, este pasa a ser inerte[5]. Por ejemplo, el carbono en tamafio nanométrico
muestra una elevada radiactividad oxidativa que pueden provocar inflamacién al ser inaladas,
convirtiéndose en una las nanoparticulas mas toxicas presentes en el aire[6]. Otra razén que provoca
una modificacidn de las propiedades del material es que los efectos cuanticos empiezan a intervenir
en su comportamiento, afectando tanto al comportamiento eléctrico como magnético y dptico del
nanomaterial. Por lo tanto, se abre un amplio abanico que posibilita el disefio de una gran diversidad
de nanomateriales que pueden ser utilizados en diferentes areas de aplicacién [5].

Los nanomateriales han contribuido en el progreso econédmico de muchos paises, lo que ha provocado
un mayor interés de produccién de materiales a escala nanométrica de diferentes formas y
dimensiones. Existe amplia diversidad de nanomateriales, por eso se pueden clasificar de diferentes
formas. Dependiendo del material que lo compone existe la siguiente clasificacion [3]:

e Nanomateriales basados en carbono:
Son nanomateriales compuestos por carbono. Se forman a partir de la disociacién de didxido de
carbono en fase de opalescencia critica. Existen en diferentes morfologias como esferas, tubos huecos,
elipsoides, etc. Los nanomateriales de carbono han favorecido el desarrollo de numerosos
componentes electrénicos y funcionales. Algunos ejemplos de nanomateriales de carbono son:
fullerenos, grafeno, nanofibras de carbono, etc.

e Nanomateriales de base orgdnica:
Son nanomateriales sintetizados a partir de materia organica a excepciéon del carbono. Los
nanomateriales organicos sirven para el disefio de diferentes estructuras como liposomas, micelas y
dimeros gracias a las interacciones débiles que realizan la funcién de autoensamblaje.

e Nanomateriales de base inorgdnica:
Estos nanomateriales se pueden sintetizar a partir de metales como el oro (Au), la plata (Ag), el hierro
(Fe), el platino (Pt), o semiconductores y 6xidos metalicos.

e Nanomateriales compuestos:
Los nanomateriales compuestos consisten en cualquier combinacidon de nanomateriales basados en
carbono, metales y base orgdnica. Dependiendo de su sintesis, adquieren diferentes morfologias con
unas propiedades determinadas.

Los nanomateriales también se pueden clasificar en funcién de su origen, ya que pueden ser
nanomateriales naturales o sintéticos. Los nanomateriales naturales se producen a partir de especies
bioldgicas o por actividades antropogénicas. La Tierra estd formada por nanoparticulas que se han
producido de forma natural a lo largo de la evolucidn. Se pueden encontrar en cualquier lugar de la
tierra como puede ser en aguas subterraneas, rocas, en la atmdsfera, lava, etc. Por el contrario, los
nanomateriales sintéticos se producen a partir de procesos artificiales como la trituracién mecanicay
procesos fisicos, quimicos y biolégicos [3].

Ademas de la clasificaciéon de los nanomateriales dependiendo del material que lo constituye y su
origen, una de la clasificacién mds importante es atendiendo a sus dimensiones. Al existir numerosos
nanomateriales con diferente forma, se pueden agrupar del siguiente modo:
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e Nanomateriales de dimensién 0:
Este tipo de nanomaterial presenta todas sus dimensiones dentro de la escala nanométrica; reciben el
nombre de nanoparticulas. Dentro de este grupo se encuentran los fullerenos, nanoarcillas,
nanomateriales inorganicos metalicos y los quantum-dots.

e Nanomateriales unidimensionales:
Son nanomateriales que presentan dos dimensiones dentro de la escala nanométrica. Se incluyen los
nanotubos y las nanofibras de carbono.

e Nanomateriales bidimensionales:
Estos nanomateriales poseen sélo una dimensién dentro de la escala nanométrica. Tienen forma
laminar y entre ellos se encuentran el grafeno, los nanofilms y los nanocoatings.

e Nanomateriales tridimensionales:
Este tipo agrupa a los materiales que no tienen ninguna dimensidn dentro de la escala nanométrica.
Dentro de este grupo se encuentran los materiales nanoestructurados.

Debido al gran interés que ha suscitado el uso de nanomateriales en diversas areas tanto tecnoldgicas
como médicas, en los ultimos afos ha aumentado el presupuesto destinado a la investigacion y
desarrollo de este tipo de materiales, provocando un gran avance de este campo [5].

Aunque parezca que los nanomateriales se han utilizado para determinadas aplicaciones sélo en los
ultimos afos, en realidad la humanidad ya los utilizaba en el siglo IV d.C., como ya lo hicieron los
antiguos romanos. Un ejemplo de ello es la copa de Licurgo, que consiste en una copa compuesta por
el vidrio dicroico; este es un tipo de vidrio que cambia de color en funcién de las condiciones de
iluminacion, dependiendo de si la luz pasa o no a través del vidrio [1]. Este efecto se obtiene mediante
un vidrio que le han introducido nanoparticulas de oro y plata, provocando que la copa de Licurgo
tome un color rojizo cuando se ilumina por detras y un color verde cuando se ilumina por delante.

FIGURA 2. Copa de Licurgo. Color verde (A): la copa se ilumina por delante; color rojo (B): la copa
se ilumina por detrds.

Posteriormente, en la edad medieval utilizaban esta propiedad para poder decorar las iglesias con
vidrieras de diferentes colores, confirmando que el uso de las nanoparticulas para diferentes
aplicaciones ya se producia en el mundo antiguo [3].

Durante el siglo IX d.C., los mesopotamicos usaban ceramica vidriada para decoloraciones de brillo
metdlico. Estas decoloraciones mostraron propiedades dpticas asombrosas a causa de la presencia de
nanoparticulas de Ag y/o Cu aisladas dentro de las capas de esmalte mas externas. Mediante estas
decoloraciones se observan muestras de color verde y azul brillantes iridiscentes bajo condiciones de
reflexion particulares. El analisis TEM revelé que este tipo de ceramicas posee un recubrimiento de
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doble capa de nanoparticulas, una capa externa de nanoparticulas de plata mas pequefas (5-10 nm) y
una capa interna de nanoparticulas mas grandes (5-20 nm). También se observd que la distancia entre
las dos capas era aproximadamente 430 nm provocando efectos de interferencia. Ademads, los
minerales que componian la arcilla son el mejor ejemplo del uso natural de los nanomateriales desde
la antigliedad; se informd que incluso en 5000 a.C. se utilizaba arcilla para blanquear lanas y ropa en
Chipre [3].

Los nanomateriales fabricados en la actualidad pueden mejorar considerablemente las caracteristicas
de estos en términos de resistencia, conductividad, durabilidad y ligereza. Estas propiedades se
pueden utilizar en diferentes aplicaciones, por ejemplo, la autocuracién anticoagulante y
antibacteriana.

La investigacion sobre nanoparticulas ha proporcionado una base sdélida con respecto a la comprension
del comportamiento de los nanomateriales artificiales en el cuerpo, asi como de la seguridad en su uso
en aplicaciones médicas y en estudios toxicoldgicos. Por ejemplo, se realizaron diversos estudios
utilizando nanoparticulas de diéxido de titanio y oxido de aluminio en ratas, observando una mayor
respuesta inflamatoria en los pulmones en comparacién con la misma masa de particulas mas grandes
y con la misma composicién quimica [2].

La capacidad tedrica de los nanomateriales disefiados para interactuar con los sistemas bioldgicos en
formas adversas cred un gran interés en la comunidad toxicoldgica que se aceleré6 enormemente y
provocd un interés en la industria farmacéutica sobre el uso de nanomateriales para sistemas de
administracién de farmacos [2].

A partir del afio 2003, la empresa Samsung introdujo una tecnologia antibacteriana utilizando
nanomateriales de plata iénico en sus lavadoras, aires acondicionados, refrigeradores, etc. También se
empezaron a utilizar nanomateriales en otras industrias como la del automovilismo, como relleno en
neumaticos que mejoran su adherencia y en las carrocerias para mejorar su rigidez. Por ejemplo, a
finales del 2003 Mercedes Benz introdujo una capa de nanoparticulas transparentes sobre los
acabados de pintura para aumentar la resistencia al rayado y realzar el brillo. Asi pues, con el paso de
los afios se ha incrementado el uso de una amplia variedad de nanomateriales en diferentes productos
de consumo [3].

Debido al gran avance en el disefio de nanomateriales, se han podido realizar aplicaciones en
diferentes campos, entre las que destacan los siguientes:

e Tecnologias de la informacidén y las telecomunicaciones:

La nanociencia y las nanotecnologias tiene un papel fundamental en la evolucién de la tecnologia de
lainformacidn. El empleo de los nanomateriales ha sido fundamental para poder fabricar instrumentos
electrénicos de menor tamafio, utilizando sus propiedades dpticas y magnéticas para conseguir celdas
capaces de guardar informacidn. Destaca la creacidn de microchips, como por ejemplo los de silicona.
Para fabricar los nanochips se emplean nanomateriales conductores incrustados en una placa que hace
la funcién de soporte, creando un circuito capaz de conducir la electricidad a los diferentes compuestos
del microchip.

En los sensores también se utilizan nanomateriales para detectar productos quimicos presentes en el
medio ambiente o bien para indicar si un alimento se encuentra en buen estado o no. Otra aplicacion
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es el empleo de nanomateriales en determinadas superficies para conseguir mejores prestaciones que
el material inicial. Un ejemplo es la electrénica de plastico para pantallas de visualizacién flexible.
También hay mucho interés en las nanoparticulas para emitir o absorber la luz para su uso en celdas
de energia solar o en etiquetas bioldgicas fluorescentes.

e Opticay optometria:
Los nanomateriales poseen propiedades dpticas que varian enormemente en funcién de su tamafo y
forma; asi, la nanodptica permite la obtencién de imdgenes nanoscdpicas con mucha mayor resolucion
(por debajo de la longitud de onda) [7].

e Alimentacién:

Algunos de los alimentos que ingerimos presentan nanomateriales. Estos se utilizan para mejorar el
valor nutricional de los alimentos, mejorando la absorciéon y la administracién de determinados
nutrientes, vitaminas y algunos acidos grasos en suplementos. Las nanoparticulas modifican las
propiedades de los alimentos, como por ejemplo la viscosidad, mejorando asi la textura del alimento.
También interesa el empleo de nanomateriales en el envasado de los alimentos para proporcionar las
mejores condiciones de conservacion. El principal objetivo es asegurar la proteccion y la calidad del
alimento. Se utilizan nanomateriales en envases y recubrimientos para controlar el intercambio de
gases, humedad y temperatura ya que admiten la incorporacion en su estructura de compuestos como
antioxidantes, absorbentes de oxigeno, etc. Ademads, los nanomateriales tienen ventajas para ser
reciclables, reduciendo la contaminacidon ambiental [8].

e C(Catadlisis:
Los catalizadores hechos a partir de nanomateriales presentan una elevada darea superficial
proporcionando grandes ventajas, ya que se obtienen elevados rendimientos. Por ejemplo, materiales
ceramicos nanoporosos y las nanoparticulas de oro son nanomateriales utilizados como catalizadores.

e Bionanotecnologia y nanomedicina:
Dentro de campo de la medicina, los nanomateriales son muy prometedores por el gran avance que
aportan en el diagndstico y tratamiento de enfermedades. Asi, se utilizan en bioimagen o en permitir
liberacién controlada y localizada de farmacos.

También esta aumentado el uso de nanomateriales en la produccion de dispositivos o sensores para
controlar diferentes aspectos de la salud humana, asi como en apdsitos para heridas con propiedades
antibacterianas.

e Aplicaciones industriales:

Los nanomateriales disponen de propiedades que les permite ser utilizadas en aplicaciones muy
variadas a nivel industrial. El uso de nanoparticulas proporciona la modificacién de las propiedades de
otros materiales, fabricacion de productos tecnoldgicos de mayor calidad y obtencién de productos
qguimicos. Todo esto permite a los nanomateriales ser utilizados en un amplio abanico de aplicaciones
industriales como pueden ser, refuerzo de materiales poliméricos, metalicos o ceramicos y obtencion
de productos textiles, cosméticos y pinturas o tintes, utilizandose en la industria textil, aeroespacial,
automovilistica y de cosmética entre muchos otros sectores.

La amplia gama de aplicaciones que tienen los nanomateriales provoca que la nanotecnologia sea una
de las tecnologias mas prometedoras del siglo XXI. Tiene la capacidad de convertir la teoria de la

19



Disefio de nhanorods de oro con farmacos fotoactivos para estudios de citotoxicidad celular

nanociencia en aplicaciones Utiles, utilizdndose en una amplia gama de campos, desde la quimica hasta
la fisica y biologia, a la medicina, la ingenieria y la electrénica.

2.2.NANOMATERTIALES APLICADOS EN BIOMEDICINA

Desde principios del siglo XXI, ha habido un mayor interés en los campos de la nanociencia y la
nanotecnologia, donde han progresado en diversos campos de la ciencia como son la informatica, la
biologia y la medicina. Varios estudios destacaron el enorme potencial que tienen las nanotecnologias
en la biomedicina para el diagndstico y la terapia de muchas enfermedades humanas. En este sentido,
muchos expertos consideran la bionanotecnologia como uno de los campos de aplicacién mas
intrigantes de la nanociencia [5]. De entre todos los campos de aplicacion que los nanomateriales
pueden desempefiar un papel importante, el que despierta un interés creciente dentro de la
comunidad cientifica es su aplicacidn dentro del campo de la bionanotecnologia y de la nanomedicina.

Durante las ultimas décadas, las aplicaciones de los nanomateriales en muchas areas relacionadas con
la biomedicina, como en el diagnéstico, la administracién de farmacos, en imagen molecular, etc., se
estan investigando intensamente y obteniendo excelentes resultados.

Actualmente, una gran cantidad de productos relacionados con la medicina contienen nanomateriales,
como por ejemplo los nanofarmacos; estos consisten en farmacos que incluyen nanomateriales, asi
como nanoparticulas con actividades antibacterianas o nanoestructuras funcionalizadas para la
deteccién de biomarcadores como nanobiochips, nanoelectrodos o nanobiosensores [1].

De entre todos los tipos de nanomateriales que se pueden aplicar en el campo de la biomedicina, los
nanomateriales metalicos resultan los mas interesantes y de gran potencial. Actualmente, los
nanomateriales metdlicos tienen una gran utilidad en la biomedicina, especialmente en las areas de
diagndstico y terapia. Los nanomateriales metalicos estdn compuestos basicamente por un nucleo
magnético y una envoltura polimérica que estabiliza su estructura. Generalmente, en biomedicina, los
nanomateriales mas utilizados tienen un tamafio entre 5y 100 nm.

Los nanomateriales tienen unas propiedades fisicas particulares que despiertan un gran interés en el
campo de la biomedicina, entre las que destacan su nucleo magnético, su alta facilidad para unir
moléculas de interés biolégico en la superficie del nanomaterial y por la relacién que existe entre la
superficie y el tamano. La morfologia que presenta este tipo de materiales posibilita la interaccidén con
diferentes estructuras celulares, por eso sirve de gran utilidad para diferentes aplicaciones con
estructuras subcelulares y moleculares.

Los nanomateriales mas utilizados e investigados en la actualidad son los que presentan un nucleo
magnético, por las propiedades supermagnéticas. Los metales que generalmente se utilizan para el
disefio de estos sistemas son: oro, platino, cobre, hiero, plata y silice. Entre estos metales destaca el
oro, ya que posee grandes ventajas como son su alta compatibilidad biolégica, sus propiedades dpticas
particulares, es quimicamente inerte y ofrece una superficie con buena capacidad para ser
funcionalizada con farmacos y/o sistemas bioldgicos (proteinas, hormonas, etc.); ademas, en el
proceso de sintesis, se puede controlar tanto el tamafio y como la forma del nanomaterial deseado.
Otra particularidad a destacar de los nanomateriales de oro es su facil biodegradacion en el organismo.
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Después de ser metabolizados, determinados iones metalicos se sitian en los depdsitos energéticos
del organismo y a veces se incorporar en la hemoglobina.

Aungue generalmente los nanomateriales metdlicos poseen una alta biocompatibilidad, en ocasiones
también pueden presentar toxicidad ya que tienden a agregarse, particularmente en la presencia de
fluidos bioldgicos debido a la existencia de proteinas plasmaticas y sales. Este hecho inhabilita su
utilizacion en aplicaciones biomédicas, ya que provocaria obstrucciones en los capilares pequefios. La
cubierta polimérica que envuelven a los nanomateriales sirve de barrera fisica para evitar la agregacién
de las nanoparticulas. Uno de los polimeros mas utilizados para estabilizar las nanoparticulas es el
polietilenglicol (PEG), por su alta biocompatibilidad y alta afinidad con el nanomaterial y su gran
capacidad antiadherente que reduce la captacién de las particulas por los macréfagos, incrementando
el tiempo de circulacién en sangre. Otros polimeros que se utilizan son el polivinilalcohol (PVA) y el
polisacdrido dextrano [9].

En la actualidad, uno de los mayores retos de la biomedicina es conseguir detectar o diagnosticar las
enfermedades en su fase mas inicial, para evitar que se produzcan dafios irreparables. Por eso existe
un objetivo principal en utilizar nanomateriales biofuncionalizados para conseguir lograr su
localizacién en zonas determinadas del organismo para que tengan la utilidad de marcar
magnéticamente ciertos tipos de células, como por ejemplo células tumorales.

Esto ha provocado que los nanomateriales tengan un mayor nimero de aplicaciones biolégicas, entre
las que destacan su uso como agentes de diagndstico y terapéutico.

2.2.1.NANOMATERIALES COMO AGENTES DE DIAGNOSTICO

Una de las técnicas mas utilizadas para realizar un diagndstico de forma no invasiva es la imagen de
resonancia magnética. Dicha técnica sirve para interpretar las imagenes entre los tejidos normales y
patolégicos utilizando agentes de contraste. Se han realizado diferentes avances en el campo de
diagndstico ya que usan nanoparticulas metdlicas como agentes de contraste debido a que estas
producen un alto contraste entre este tipo de imagenes (los tejidos normales y patoldgicos). Por este
motivo, las nanoparticulas metdlicas pueden servir para detectar enfermedades como el céncer,
arteriosclerosis y enfermedades inflamatorias.

Las nanoparticulas tienen cierta afinidad a acumularse en zonas donde existe una alteracién de la
estructura del tejido, como pueden ser los tumores. Este efecto es debido a la permeabilidad vy
retencién aumentada que tienen los tejidos tumorales. Esto se debe a que los tumores poseen
capilares fenestrados, ya que son creados rdpidamente, lo cual permite la entrada de moléculas de
mayor tamano. También los tejidos tumorales presentan un sistema de drenaje linfatico defectuoso,
provocando la acumulacién de las nanoparticulas en las zonas tumorales. Por lo tanto, las
nanoparticulas metalicas tienen la capacidad de detectar diferentes tipos de tumores.

Se estan sintetizando nanoparticulas para el diagnéstico de enfermedades inflamatorias, como pueden
ser la esclerosis multiple y la aterosclerosis, en las que los macréfagos tienen un papel fundamental.
Los macréfagos tienen afinidad por las nanoparticulas, por lo que su fagocitosis actia como un
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marcador en zonas inflamadas, las cuales podran ser visualizadas mediante imagen de resonancia
magnética.

Otra aplicacidn de los nanomateriales como agentes de diagndstico es la de funcionalizarlos para que
sean capaces de reconocer y capturar células tumorales que circulen por el corriente sanguineo. Las
nanoparticulas se pueden funcionalizar con moléculas especificas que sean capaces de reconocer
células tumorales, quedando marcadas magnéticamente por las nanoparticulas y que sea fécil capturar
las células tumorales mediante imanes.

2.2.2.NANOMATERIALES COMO AGENTES TERAPEUTICOS

Como se ha dicho anteriormente, los nanomateriales tienen la capacidad de dirigirse a células
especificas, siendo detectadas a través de resonancia magnética. Asi, la capacidad de las
nanoparticulas de circular por el torrente sanguineo se puede utilizar como agentes terapéuticos,
transportando, por ejemplo, fdrmacos. Todo esto provoca que las nanoparticulas sean unos agentes
con diferente funcionalidad de gran utilidad en diagndstico y terapia de diferentes enfermedades.

Una de las aplicaciones de mayor interés que tienen los nanomateriales magnéticos es la de actuar
como agentes trasportadores de farmacos y liberarlos en lugares concretos del organismo. Esto es
posible a partir de la atraccién magnética exterior o de la funcionalizacién de las nanoparticulas con
moléculas que sean capaces de reconocer células dianas sobre las que actuar, donde debe producirse
la liberacion del farmaco. Para que esto se produzca, se inyecta intravenosamente nanoparticulas
magnéticas; seguidamente, estas reconocen alguin receptor presente en la membrana de la célula
tumoral y se une a él para introducirse en el interior de la célula. Cuando la nanoparticula se encuentra
dentro de la célula liberara el fdrmaco que estaba anclado en su superficie. Para conseguir la liberacién
del farmaco de la nanoparticula, se deben introducir sensores que sean capaces de responder a
diferentes estimulos quimicos o biolégicos como cambios de pH, potencial redox, etc. En este
contexto, mediante fuerzas fisicas como campos magnéticos o eléctricos, ultrasonidos, hipertermia o
con la accién de la luz, se puede conseguir dirigir y desencadenar la liberacidon del fdrmaco de las
nanoparticulas. Actualmente, existen alrededor de 150 productos farmacoldgicos basados en agentes
nanomeétricos.

Algunos nanomateriales tienen la capacidad de responder a un campo magnético alterno externo
produciendo calor, proporcionando varias ventajas en aplicaciones biomédicas. Una de las mas
atractivas es la terapia para eliminar células cancerosas por medio de la hipertermia. La hipertermia
es una terapia antitumoral centrada en el aumento localizado de la temperatura por encima de 43 °C
en la zona tumoral; para ello, se han utilizado nanomateriales de distinta naturaleza, incluyendo
nanoparticulas de oro, de hierro, nanohilos magnéticos o nanotubos de carbono. La produccién de
calor utilizando estos sistemas se puede lograr por la aplicacion de campos magnéticos externos
mediante un laser de longitud de onda apropiada, ultrasonidos, rayos X de potencia baja, etc. Por otra
parte, se ha comprobado que la hipertermia aumenta su rendimiento cuando se combina con otras
técnicas utilizadas que ambas sirvan para destruir células tumorales, como la radioterapia.
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Las células tumorales, de naturaleza hipdxica son resistentes a las radiaciones; sin embargo, el calor
destruye por igual células hipdxicas y células normales. Se ha demostrado que se requiere una dosis
menor de radiacion para destruir la misma proporcion de células tumorales cuando se someten
previamente a procesos de hipertermia. Por todo ello, los nanomateriales metalicos se consideran
como herramientas muy esperanzadoras para la eliminacién no invasiva de células tumorales haciendo
uso de la técnica de hipertermia.
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FIGURA 3. Representacion de la técnica de hipertermia para la eliminacion de células tumorales
utilizando nanorods de oro.

2.3.NANOPARTICULAS PARA EL TRATAMIENTO DEL CANCER

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo. La Organizacién Mundial de la Salud
publicd que en el aino 2020 esta enfermedad fue la causante del fallecimiento de casi 10 millones de
personas. Los tipos de cancer mas comunes son el cancer de mama, pulmonar, colorrectal, prdstata,
piel y géstrico. El cancer es una enfermedad que se produce debido a la trasformacién de las células
normales del organismo en células tumorales. Esta alteracidn deriva de factores genéticos del paciente
y de agentes externos. La rapida multiplicacién de las células tumorales da lugar a tumores malignos,
que si no se tratan con rapidez pueden propagarse a otros organismos, proceso que recibe el nombre
de metdstasis [10].

La incidencia de esta enfermedad ha aumentado en los Ultimos afios, por eso cada vez existe un mayor
interés para encontrar un tratamiento efectivo que sea capaz de poder eliminar los tumores malignos
gue se originan en el organismo. Uno de los principales métodos en terapia de tumores es el empleo
de calor; en 1700 a.C. ya se utilizaba una punta metadlica ardiente para la terapia del cancer de mama.
En la actualidad se han introducido diferentes métodos para el tratamiento de ciertos tumores, como
el de irradiar con luz de una determinada longitud de onda a un nanomaterial localizado en el tumor
para producir hipertermia. La terapia fototérmica (PTT, PhotoThermal Therapy) logra el calentamiento
selectivo empleando agentes fototérmicos, entre los que conviene mencionar a las nanoparticulas de
oro (AuNPs), cuando estos son irradiados con luz de una energia dada; asi, cuando las nanoparticulas
absorben dicha luz, realizan una transicién del estado fundamental al estado excitado; seguidamente,
los electrones de los estados excitados pierden su exceso de energia mediante un proceso de relajacion
vibracional, produciendo un aumento de la temperatura [11].
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FIGURA 4. Mecanismo de la terapia fototérmica (PTT, PhotoThermal Therapy).

Debido a las propiedades estructurales y dpticas de las nanoparticulas, se han convertido en unos
agentes terapéuticos de gran utilidad para poder tratar ciertos tumores malignos del organismo; como
consecuencia, la terapia fototérmica ha logrado ser una de las terapias mds prometedoras para
combatir en el futuro los diferentes tipos de cancer.

Cuando la luz de una cierta energia interacciona con las nanoparticulas metdlicas, el campo
electromagnético de la luz induce una oscilacién colectiva de los electrones superficiales de las
nanoparticulas metélicas en resonancia con la frecuencia de la luz. Este fenémeno se conoce como
resonancia de plasman de superficie localizada (LSPR) [12]. El campo eléctrico de la luz interactua con
los electrones libres de las nanoparticulas generando un movimiento colectivo de estos. Se produce
perdida de calor debido a las interacciones con la red de los dtomos metalicos, provocando la absorcion
de la luz y el desplazamiento de los electrones libres con carga negativa respecto al nicleo pesado del
metal con carga positiva. Esto genera un dipolo oscilante que emite radiacién electromagnética en la
misma frecuencia de la oscilacion, generando fendmenos de dispersion de luz. La capacidad de
dispersar la luz permite a las nanoparticulas ser utilizadas para graficar imagenes y el fenédmeno de
absorcion se utiliza en PTT [13].

Campo eléctrico

Nucleo
metalico

Nube de electrones

FIGURA 5. Movimiento colectivo de los electrones libres de las nanoparticulas. Fenomeno LSPR.

El fendmeno de resonancia de pasmoén ha introducido el método PTT como una terapia mucho mas
selectiva y eficiente contra el cancer, especialmente utilizando AuNPs con las que se han obtenido
excelentes resultados [14]. El oro ya se utilizaba en aplicaciones médicas en la Edad Media, cuando el
oro coloidal se empleaba para tratamientos y diagndstico de enfermedades. Las AuNPs muestran
ciertas ventajas en comparacién con nanoparticulas compuestas por otro tipo de metal ya que poseen
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una compatibilidad bioldgica superior, son facilmente funcionalizables, y durante el proceso de sintesis
es fdcil controlar su tamafio y forma. Ademas de todo esto, sus propiedades dpticas permiten que
ciertas AuNPs se puedan irradiar haciendo uso de fuentes de luz en la zona visible y/o infrarroja. Este
hecho es importante ya que dicha irradiacion no serd absorbida por la piel sino mayoritariamente por
el nanomaterial de oro que se encuentre localizado en la zona bajo estudio.

Las propiedades plasmoénicas de los nanomateriales dependen de su tamano, forma, de la constante
dieléctrica del medio acuoso donde se encuentran las particulas y del ligando estabilizante situado en
su superficie.

El rango de longitudes de onda donde se produce la absorcién se denomina banda de plasmoén
superficial. Las nanoparticulas esféricas presentan bandas de plasmdén con mdaximos de absorcidn
entre los 530-600 nm, cuya posicién depende del diametro de la nanoparticula. Sin embargo, si se
tiene un nanomaterial mas alargado (i. e. forma de varilla), al no ser simétrico, la respuesta de las
longitudes de onda de absorcién vienen determinadas por la oscilacidn de los electrones en diferentes
direcciones [15].

Las nanoestructuras de oro mas utilizadas para la terapia fototérmica (PTT) son las nanoesferas
(AuNEs) y los nanorods (AuNRs), aunque en los ultimos afios se han disefiado otro tipo de
nanoparticulas con forma de estrella, etc.

2.3.1.NANOESFERAS DE ORO

Es la primera estructura que se estudio por su facilidad de fabricacién y sintesis. Su pequefo tamano
y su forma basada en liposomas permite una circulacion muy eficaz dentro del organismo. Ademas, las
AuNEs tienen una capacidad de funcionalizacién elevada, lo que hace que sean muy atractivas para
aplicaciones de PTT [14]. Estas presentan una Unica banda de absorcion ubicada en la zona visible del
espectro electromagnético y, como se ha nombrado anteriormente, su forma depende del tamafio de
la nanoparticula.
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FIGURA 6. Nanoparticulas de oro esféricas de diferentes tamanos. Imdgenes captadas mediante el
uso de un microscopio electronico de transmisién (TEM). Imagen sacada de la Ref. [16].
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FIGURA 7. Espectro de absorcion UV-vis de AuNEs en funcion del tamano. Imagen sacada de la Ref.
[11].

2.3.2.NANORODS DE ORO

Durante la década de 1990, se realizaron las primeras sintesis de nanorods de oro y se estudiaron sus
propiedades por el quimico Wang y su equipo. Como se puede observar en la Figura 8, estos tienen
forma de varilla. Poseen dos bandas de absorcién, la banda transversal de plasmén y la banda
longitudinal de plasmdn, correspondientes a la oscilacion de los electrones a lo largo de la direccion
transversal y longitudinal, respectivamente [17]. La banda transversal del plasmdén no varia a los
cambios de tamano de AuNR, al contrario de la banda longitudinal del plasmén, que si varia en funcién
del tamano del nanorod [12].

La banda trasversal de plasmén presenta un maximo de absorcidén en la region visible del espectro
alrededor de 520 nm. Sin embargo, la banda longitudinal de plasmdn, al depender del tamafo de
AuNR, se desplaza en general en la regidn cercana del infrarrojo, aumentado el valor de la longitud de
onda cuando aumenta la relacion de aspecto largo/ancho del nanomaterial. La banda longitudinal es
de mayor intensidad que la transversal y se puede desplazar de 640 a 1050 nm variando la relacién de
aspectode 2,4a6,6 [17].
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FIGURA 8. Las imdgenes a), b), c), d) y e) corresponden a AuNRs de diferentes tamaios, donde se
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indica la longitud de onda donde se encuentra el mdaximo de cada banda longitudinal del plasmon.
La imagen f) muestra los correspondientes espectros de absorcion UV-vis de los distintos AuNR.
Imagen sacada de la Ref. [12].

Como se ha comentado con anterioridad, el tejido humano no absorbe luz a una longitud de onde
cercana al infrarrojo; por tanto, la region cercana al infrarrojo es éptima para irradiar la zona del
organismo bajo estudio donde se encuentre localizado AuNR, por lo que el dafo que se produce a los
tejidos no cancerosos sera minimo, convirtiendo asi a AuNRs en unos nanomateriales muy
prometedores para su utilizacion en PTT [11].

2.3.3.0TRAS CONFIGURACIONES DE NANOPARTICULAS DE ORO

A medida que van apareciendo nuevas metodologias de sintesis, se van desarrollando nuevas
configuraciones de nanoparticulas de oro. Por ejemplo, las nanoestrellas de oro (ver Figura 9), con su
estructura delgada y ramificada, tienen la capacidad de mejorar la absorcién de luz cerca de la zona
del infrarrojo porque las propiedades plasmdnicas en las puntas de las nanoparticulas son mejores que
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otras configuraciones. Este hecho hace que las nanoestrellas de oro puedan ser muy utiles para
aplicaciones fototérmicas.

Algunas modificaciones recientes de la nanotecnologia incluyen la encapsulacién de nanoparticulas de
oxido de hierro ultrapequefas para terapia de imagen y autoensamblaje, con el fin de mejorar la
eficiencia y biocompatibilidad de la terapia fototérmica [14].

FIGURA 9. Imdgenes de nanoestrellas de oro por microscopia electronica de transmisiéon. Imagen
sacada de la Ref. [18].

2.4.SINTESIS DE NANORODS DE ORO

El método de sintesis utilizado es determinante para la posterior aplicaciéon de las nanoparticulas de
oro, ya que en funcion del método seguido se obtendran AuNPs de oro esféricas, en forma de rod, etc.,
que seran Utiles para diferentes aplicaciones. Esto es especialmente importante cuando las
nanoparticulas van a ser utilizadas en aplicaciones médicas y bioldgicas, ya que se necesita un tamano
y forma determinado para que cumplan su funcién sin causar ningun dafio en el organismo.

Las primeras nanoparticulas utilizadas en las vidrieras de las iglesias se obtuvieron a partir de oro solido
cuyo tamafio se reducia mediante procesos fisicos. En 1857, Faraday publicé un informe sobre la
sintesis de oro coloidal; consiguié obtener disoluciones rojizas a partir de la reduccién de una
disolucion de tetracloroaurico (HAuCls) con una mezcla bifasica de fosforo en disulfuro de carbono. En
1908, se realizaron estudios para explicar la razédn detrds de los colores de la disolucién de
nanoparticulas [3]. Faraday fue el primero en darse cuenta de la dependencia del color de la disolucién
con el tamafio de la nanoparticula. Mas adelante, en la segunda mitad del siglo XX, aumenté el interés
en el control del tamafio y la forma de las nanoparticulas en funcion del método de sintesis. Asi, se
produjeron ciertos avances con el método de Turkevich (1951), posteriormente mejorado por Frens
en 1973. Fue en 1993 cuando Muvaney y Girsing llevaron a cabo la primera sintesis y estabilizacion de

28



Disefio de nhanorods de oro con farmacos fotoactivos para estudios de citotoxicidad celular

nanoparticulas de oro utilizando tiolatos. Esta técnica fue mejorada por Schiffrin en 1994 con el
método bifasico Brust-Schiffrin [19].

Actualmente hay mas de 70.000 publicaciones sobre sintesis de AuNPs, las cuales se han ido
mejorando y optimizando, permitiendo un mayor control del tamafio y forma de la nanoparticula
deseada [19]. Todas las sintesis de nanoparticulas de oro que existen hoy en dia siguen dos técnicas
diferentes: top down o bottom up. Respecto a la top down, fue la primera técnica de sintesis de
nanoparticulas; se obtenian a partir de un material sélido mediante procesos fisicos, como por
ejemplo, molienda o erosidn hasta conseguir el tamafio de particula deseado. Por el contrario, la
técnica bottom up consiste en diferentes sintesis de AuNPs donde se generan moléculas de oro
individuales a partir de una reducciéon quimica o bilégica de una sal de oro; posteriormente, dichas
moléculas reducidas se irdn agrupando para formar las nanoparticulas con un tamano y forma
determinados [12]. La técnica bottom up consta de tres fases: la primera consiste en la nucleacion,
donde se produce la reduccién de Au®** a Au®, formando pequefios nucleos de oro sélido. La siguiente
fase es la fase de crecimiento, donde los pequefios nucleos de oro tienen una energia superficial
elevada y se van uniendo, aumentando asi su tamafio y disminuyendo su energia superficial,
consiguiendo una menor energia de Gibbs. Por ultimo, la fase de coagulacion es la mas importante
para controlar el tamafo final de las nanoparticulas. En esta etapa, las nanoparticulas coagulan,
aumentando su tamafio hasta que actuan los agentes estabilizantes, como por ejemplo el surfactante
catidnico CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide), que tiene un papel fundamental definiendo la
coagulacién en un momento determinado [20].

La sintesis de nanorods de oro (AuNRs) resultd ser una sintesis complicada por su estructura
caracteristica en forma de varilla. El interés que habia despertado en la comunidad cientifica por sus
propiedades dpticas Unicas provocd que muchos investigadores se dedicaran a desarrollar un proceso
de sintesis de AuNRs sencillo y reproducible. Con el tiempo han aparecido diferentes métodos que han
ido introduciendo mejoras para disminuir la dificultad en el proceso de sintesis; a continuacién, se
comentardan algunos de los diferentes métodos que existen [21]:

2.4.1.METODO DE PLANTILLA

El método de plantilla para la sintesis de AuNRs fue propuesto por primera vez por Martin y su equipo
[12]. Este método consiste en la deposicion electroquimica de oro sobre una plantilla, donde se puede
depositar dentro de los poros de policarbonato nanoporoso o sobre una membrana de aluminio. Este
método fue inicialmente empleado para elaborar electrodos microscépicos, pero posteriormente se
aplicd para la sintesis de nanorods [21].

La plantilla se prepara a partir de la anodizacién del aluminio en una solucidn acida. La anodizacion
consiste en una técnica para modificar la superficie de un material donde se genera una capa
protectora sobre el aluminio por medio del éxido protector del aluminio, conocido como alimina.
Después de realizar el proceso de anodizacion aparecen poros uniformes cuyo tamafio depende del
tiempo de anodizacién [22].
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FIGURA 10. Imagen de la membrana de alimina tomada por microscopio electronico de barrido.
Imagen sacada de la Ref. [12].

Una vez se obtiene la plantilla, se lleva a cabo el siguiente proceso: inicialmente, se pulveriza una
pequena cantidad de cobre o plata sobre la membrana de alimina para crear una pelicula conductora
por electrodeposicion, la cual se utilizara como base para la sintesis de AuNRs (etapa 1). A
continuacién, se lleva a cabo la electrodeposicién de oro dentro de los poros de alumina (etapa 2).
Posteriormente, se diluye selectivamente tanto la pelicula de cobre o plata y la membrana de alimina
en presencia de un estabilizador polimérico, como puede ser la polivinilpirrolidona (PVP) (etapa 3).
Finalmente, los nanorods de oro sintetizados se disolveran en agua o en un disolvente organico por
agitacion (etapa 4) [21]. El tamafio transversal de los nanorods dependera del didametro de los poros,
mientras que el longitudinal dependera de la cantidad de oro depositado dentro de los poros. En toda
la plantilla la deposicion, el tamafio de los poros no es uniforme, lo que conlleva la obtencién de AuNRs
de tamano muy variable; por otra parte, el rendimiento en el proceso de sintesis es generalmente muy
bajo.
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FIGURA 11. Representacion del proceso de sintesis de AuNRs mediante el método de plantilla.
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2.4.2.METODO ELECTROQUIMICO

En la década de los 90, Wang y su equipo propusieron por primera vez un método electroquimico para
sintetizar AuNRs con un alto rendimiento [12]. Esta técnica consiste en llevar a cabo la sintesis dentro
de una celda electroquimica de dos electrodos. Los electrodos utilizados son una placa de platino que
actia como catodo y una placa metdlica de oro que actia como anodo de sacrificio, ambas con
dimensiones similares. Ambos electrodos se sumergen en un electrolito liquido, que consiste en una
disolucién compuesta por el tensioactivo catiénico CTAB y una pequeiia cantidad de bromuro de
tetradodecilamonio (TCAB), que actiia como un tensoactivo catidnico mas hidréfobo. EI CTAB, ademas
de actuar como soporte electrolitico, también actla como estabilizador de los nanorods ya que evita
su posterior agregacién, manteniendo su forma especifica [21].

El proceso electrolitico se realiza en modo galvanostdtico, con una corriente de 3 mA a una
temperatura de 26 °C, colocandose un dispositivo ultrasénico en el interior de la celda. Del mismo
modo, se afiade acetona en el electrolito para aflojar la estructura micelar del CTAB para que adopten
una forma cilindrica. También se afiade ciclohexano para mejorar la geometria alargada de los
nanorods.

FUENTE DE ALIMENTACION

(]

Jo J_ CELDA ELECTROQUIMICA DE CRISTAL
i 4 }——  ESPACIADOR DE TEFLON Y PORTAELECTRODOS
C[_ b ) S SOLUCION ELECTROLITICA
+——4—— UMPIADOR DE ULTRASONIDOS
i ——f——  PLACA DE ORO

PLACA DE PLATINOG

FIGURA 12. Diagrama del montaje para la sintesis electroquimica de AuNRs.

Durante todo el proceso, el oro del anodo se oxida formando iones AuBr*. Estos aniones forman un
complejo con el tensoactivo cationico y migran al catodo donde tiene lugar la reduccién de los aniones
de AuBr* produciéndose la nucleacién para formar AuNRs. A medida que se van formando los
nanorods, se le aplica ultrasonidos para dispersar las nanoparticulas de las proximidades del catodo.
El tamafio de AuNRs depende de la concentracién de los iones de oro.
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2.4.3.METODO DE CRECIMIENTO CON SEMILLAS.

Entre todos los métodos que existen para sintetizar AuNRs, el método de crecimiento con semillas es
el mas utilizado, ya que es el mds sencillo. Por otro lado, con este método se consigue controlar mejor
el tamafio de los nanorods, obteniéndose particulas muy similares con poca dispersién en cuanto a
forma y tamafio, ademas de con un mayor rendimiento [12].

El mecanismo de sintesis consta de dos partes: en la primera de ellas, se lleva a cabo la sintesis de unas
semillas de oro, mientras que en la segunda se produce el crecimiento de AuNRs. Inicialmente, las
semillas de oro tienen un tamafio de 3-4 nm. Estas se sintetizan por reduccién quimica de una sal de
oro (HAuCl4) con un agente reductor fuerte, como es el borohidruro de sodio (NaBH,), en presencia de
CTAB, dando lugar a una disolucién coloidal de nanoparticulas de oro. Estas semillas sirven como sitios
de nucleacién para un posterior crecimiento anisotrépico de los nanorods de oro [23].

En la etapa de crecimiento, las semillas obtenidas se afladen a una disoluciéon compuesta por HAuCl, y
CTAB, que ejerce el papel de agente estructurante, junto con un agente reductor débil, como es el
acido ascérbico. El mecanismo de formacién de AuNRs en medios tensioactivos todavia no se conoce
en su totalidad; se propuso un mecanismo de “cremallera’” donde las cadenas de CTAB se absorben a
la superficie de las nanoparticulas mediante interacciones del tipo Van der Waals con los grupos
trimetilamonio de las cadenas de CTAB (ver la Figura 13). Entre ambas bicapas formadas por cadenas
de CTAB, se situara la semilla de oro sobre la que se ird depositando mas oro metalico que vendra de
la reduccion de la sal de oro por el acido ascérbico, generando de esta forma un nanorod que ird
creciendo en una sola direccidn debido a la estructura que forman las cadenas de CTAB a su alrededor
[21].

FIGURA 13. Representacion del proceso de crecimiento de AuNRs a parir de las semillas de oro.
Formacion de la bicapa de CTAB sobre la superficie del nanord, que ayuda al crecimiento de AuNR
en una sola direccion a medida que se introducen mds iones de oro. Imagen sacada de la Ref. [21].

Se observd que la longitud de las cadenas del tensioactivo (CTAB) es fundamental para controlar el
tamafio de los nanorods; si las longitudes de las cadenas son pequefias se obtendran nanorods con
longitudes mas pequefias. Del mismo modo, el rendimiento mejora con el aumento del estado coloidal
de las semillas de oro obtenidas en la primera etapa [21].

En presencia de CTAB, el acido ascérbico reduce la sal de oro (AuCly) a (AuCly’) siguiendo la siguiente
reaccion:
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AuCl,” +2e~ & AuCl,” + 2Cl™

Los aniones AuCls y AuCly” en disolucidn se absorben a las cadenas de CTAB, por eso, los iones AuCly
no precipitan en forma de oro. Cuando se tiene una disoluciéon con AuCl;" y CTAB afadiendo HAuCl,,
no se forman semillas de oro porque no tiene lugar la siguiente reaccién (no se reducen los aniones
AUClz_)Z

3AuCl, o AuCly + 2Au + 2CI™

La reduccién de los aniones AuCl,” ocurre a través de la trasferencia de los electrones que se
encuentran en la superficie de las semillas de oro y los aniones AuCly, dando lugar a la siguiente
reaccion:

AuCl,” + e~ & Au+ 2Cl~
En presencia de CTAB, la reaccidn de reduccidn es la siguiente:
AuCl,” — CTAB + Auy,(semilla) — CTAB & Auy,,,(semilla) — CTAB + CTAB + 2Cl~

Los aniones AuCl, se reducen sobre las semillas de oro aumentando asi su tamafio. Teniendo en cuenta
la presencia del CTAB, el crecimiento de las nanoparticulas se produce de forma longitudinal,
obteniendo asi AuNRs con su geometria caracteristica en forma de varilla.

v .-\u(‘I*' AuCL" CTAB
o 9 (6] o) ® 9 Y
DAY~ Long A
o o I \e
$2e- Slow
(6] o 0 o)
Au( |4'. .+. Au( lJ -\u('l_, 0.0 -\u('l_,

FIGURA 14. Representacion de la sintesis de AuNR mediante el método de crecimiento de semillas.

En relacion a la nucleacién de los atomos de oro que se produce en la segunda etapa, se encontré que
la adicidn de nitrato de plata (AgNOs) ayuda a controlar con mayor facilidad la relaciéon de aspecto de
AuNR. Cuando se afade la sal de plata en la etapa de crecimiento, la relacién de aspecto de los
nanorods aumenta, logrando un cambio en la banda longitudinal del plasmén. No obstante, cuando la
concentracién de nitrato de plata supera una concentracion critica, la relaciéon de aspecto de los
nanorods de oro empieza a disminuir.

2.5.FUNCIONALIZACION DE NANORODS DE ORO

Como se ha comentado con anterioridad, el CTAB se utiliza para sintetizar AUNRs tanto por el método
de crecimiento con semillas como por el método electroquimico. Esto hace que los nanorods queden
cubiertos por una bicapa de moléculas cargadas positivamente. Los AuNRs cubiertos con CTAB sdlo
son estables en disolucién acuosa con un pH inferior al neutro, y su estabilidad varia cuando hay una
elevada concentracién de sal, o cuando se aiade un disolvente orgdnico y la concentracién de CTAB
es baja, lo que limita los posteriores usos de los nanorods [12].
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El CTAB se absorbe fuertemente a la superficie del nanorod, lo que dificulta su eliminacion sin que
estos agreguen; este hecho es importante, ya que como se ha comentado con anterioridad la
agregacion de nanoparticulas metalicas normalmente generan toxicidad, por lo que dificultaria su uso
en aplicaciones bioldgicas. Por otro lado, se ha comprobado que, durante la sintesis de AuNRs, los
iones plata se depositan sobre la superficie del nanorod. La plata depositada en la superficie se disuelve
en soluciones acuosas en iones de plata. Cuando los nanorods se encuentren recubiertos con
moléculas organicas, el CTAB y los iones plata son muy citotéxicos siendo de nuevo un gran obstaculo
para muchas aplicaciones biomédicas. El CTAB tiene la capacidad de provocar agujeros a escala
nanométrica en la membrana lipidica de las células debido a las interacciones electrostaticas con los
cationes NH.*, incrementando su permeabilidad. Respecto a los iones de plata, son capaces de
producir la despolimerizacidn de actina, causando la muerte celular [24].

Por todo ello, se ha realizado un esfuerzo para funcionalizar la superficie de los nanorods con el
objetivo de sustituir el CTAB con ligandos mas biocompatibles. El polietilenglicol (PEG) es uno de los
ligandos mas utilizados, con una elevada biocompatibilidad y estabilidad en aplicaciones biomédicas
[24]. Los AuNRs modificados con PEG son muy estables en disoluciones acuosas e incluso en algunos
disolventes organicos. Ademas, permite la union de biomoléculas, como proteinas y anticuerpos, que
pueden ayudar a la biocompatibilidad del nanomaterial, asi como a su internalizacidn en las células,
disminuyendo ademas su toxicidad. Por ejemplo, se puede anclar una proteina como la albumina sérica
humana (HSA), que es la proteina mds abundante en el plasma, encargada de trasportar sustancias
tanto enddgenas como exdgenas (farmacos, hormonas, acidos grasos, etc.) por el torrente sanguineo.

34



Disefio de nhanorods de oro con farmacos fotoactivos para estudios de citotoxicidad celular

3.PROCEDIMIENTO
EXPERIMENTALY RESULTADOS
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3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTALY RESULTADOS

3.1.SINTESIS DE NANORODS DE ORO

Con la finalidad de obtener nanorods de oro, se realizé un procedimiento similar al del método de
crecimiento por semillas [21]. La sintesis de nanorods de oro en un medio acuoso se ha llevado a cabo
en dos etapas distintas: formacion de semillas de oro (etapa 1); a partir de estas, se inicia la formacion
de nanorods de oro (etapa 2). Para la sintesis, se utilizan los reactivos que se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Reactivos utilizados para la sintesis de AuNRs.

ETAPA REACTIVOS PESO MOLECULAR
(g/mol)
Hidruro tetraclorodurico (HAuCly) 383,83
ETAPA1 |Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 364,5
Borohidruro de sodio (NaBHa) 37,83
Hidruro tetraclorodurico (HAuCly) 383,83
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 364,5
ETAPA 2
Nitrato de plata (AgNOs) 168,87
Acido ascérbico (CsHgOs) 176,12

Para empezar el proceso de sintesis, se prepararon las diluciones que muestra la Tabla 2 en diferentes
viales, donde previamente se peso la cantidad de cada reactivo; seguidamente, se anadié en cada vial
la cantidad precisa de disolvente (agua ultrapura Milli-Q) utilizando micropipetas de diferente
volumen, con el fin de obtener una disolucidén de cada reactivo a una concentracion determinada.

Tabla 2. Condiciones de los reactivos utilizados para sintesis de AuNRs.

ETAPA | REACTIVOS | MASA (mg) | MOLES | VOLUMEN (uL) | CONCENTRACION

HAuUCl, 0,85 2,5-10° 1250 0,002 M

ETAPA 1 CTAB 274 752-10° 3760 0,2M
NaBH4 0,34 9-10° 900 0,01 M
HAUCl, 1,09 3,2:10°° 1600 0,002 M
CTAB 277 760-10°° 3800 0,2 M

ETAPA 2
AgNOs 0,082 482-10°° 32 0,015 M
CeHsOs 0,9 5,1-10° 51,2 0,1M
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Una vez preparadas las disoluciones de cada reactivo en sus respectivos viales, se inicié la etapa 1 del
proceso de sintesis de los nanorods de oro. Por lo que respecta a la disolucién de NaBH,, se debe
preparar fresca y dejar en bano de hielo para que se enfrie completamente. Los viales que contienen
las disoluciones de CTAB para la etapa 1y 2, se afiadieron en un bafio de ultrasonidos durante 10-15
minutos para favorecer su completa disolucién en agua Milli-Q. Considerados estos dos puntos previos
a la sintesis de AuNRs, se procedié a sintetizar las semillas (etapa 1); para ello, en un vial de 10 mL se
afiadié 1,25 mL de la dilucién de HAuCl, 0,002 M y se diluyé afiadiendo 2,74 mL de agua ultrapura con
agitacién de 200 rpm; la disolucién tenia un color amarillo claro por la presencia de la sal de oro.
Posteriormente, se afiadié 3,76mL de CTAB 0,2 M, observandose un cambio de color de la disolucion
de amarillo a naranja. A continuacion, se afiadié de golpe y en agitacidén vigorosa (1200 rpm) 900 uL
de la disolucidon de NaBH4 0,01 M en bafio de hielo, dejando en agitacion 20 segundos; pasado ese
tiempo, se detuvo la agitacion y se dejdé en reposo a temperatura ambiente; la disolucién adquirié un
color marrdn claro, indicativo que se habian formado las semillas (nanoparticulas esféricas) de oro.

En el momento de afadir la disolucién de NaBH4, que como se ha comentado en la introduccion es un
agente reductor fuerte, al entrar en contacto con los aniones de la sal de oro (AuCls’) en presencia de
CTAB, dichos aniones se reducen formando atomos de oro sélido. Estos atomos de oro tienden a
agregarse dando lugar a semillas de oro que posteriormente serviran como punto de partida para la
formacion de AuNRs. Por eso, al afiadir el NaBH,, el color de la disolucién empieza a cambiar hasta
tener un color mds marrén, debido a las semillas de oro en reposo. Dicho proceso se muestra en la
Figura 15.
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FIGURA 15. Representacion de la formacién de las semillas de oro (etapa 1).

Una vez se prepararon las semillas de oro, mientras se dejaban en reposo, se empezé la segunda etapa
de la sintesis de los nanorods. Se cogié un balén de fondo redondo en el que se anadieron 1,6 mL de
la dilucion de HAuCl; 0,002 M. A continuacién, se afadié 2,52 mL de agua ultrapura y se empezd a
agitar a 200 rpm. Mientras se agitaba, se afiadieron 3,8 mL de la disolucién de CTAB 0,2M; la mezcla
de reaccién adquirié, de nuevo, un color anaranjado. Seguidamente, se afiadieron 32 pL de la
disolucidon de AgNOs3 0,015M y 51,2 pL de la disolucion de acido ascérbico 0,1M; en este momento, la
disolucién cambié rapidamente de color naranja a ser completamente incolora. El acido ascérbico,
como se ha comentado en la introduccidn, es un reductor débil capaz de reducir los aniones AuCl, de
la sal de oro a AuCly; por eso, al afiadir el acido ascérbico la disolucidn se convierte incolora.

Para finalizar, se aumentd la agitacién de la mezcla de reaccién a 1200 rpm, y se afiadié 34,7 uL de la
disolucidn de semillas de oro obtenidas en la primera etapa, dejdndose en agitacién vigorosa durante
20 segundos. En este caso, las semillas que se anadieron habian estado en reposo durante 10 min tras
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sintetizarse. Pasados los 20 segundos, se dejé la mezcla de reaccion en reposo y a temperatura
ambiente durante 24 horas. A medida que avanzaba el tiempo, la disolucién fue adquiriendo una
tonalidad mas oscura debido a la formacion de AuNRs. La etapa 2 de sintesis de AuNRs se esquematiza
en la Figura 16.
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FIGURA 16. Representacion de la etapa 2 del proceso de sintesis de AuNRs.

Posteriormente, para eliminar el exceso de CTAB de los nanorods, se realizaron diferentes lavados con
agua. Se introdujo la disolucién en un tubo Falcon para centrifugar la muestra durante 15 min a 12000
rpm y 10 °C. Al sacar el tubo Falcon de la centrifuga se observé que en la parte inferior el color de la
disolucién era negroy en la parte superior era incolora (sobrenadante). Eso se debe a que al centrifugar
todos los nanorods se depositaron en la parte inferior del tubo, permitiendo asi poder eliminar el
exceso de CTAB por decantacién. Los AuNRs se resuspendieron en agua y se procedié a realizar nuevos
lavados siguiendo el mismo protocolo. Tras realizar varios lavados, |la disolucién de AuNR resultante se
filtré en filtros de jeringa de PTFE de 0.2 um, obteniéndose una disolucién como la que se observa en
la Figura 17.

FIGURA 17. Disolucion de AuNRs después de lavar repetidas veces y filtrar.

Como se ha comentado en la introduccion, una etapa clave en el tamafio de AuNRs que se pretende
obtener es el tiempo que pasa una vez se han sintetizado las semillas de oro y se han utilizado para
hacer crecer el nanorod. Asi, en el primer AuNR sintetizado, pasaron unos 10 min entre que se
sintetizaron las semillas y se utilizaron en la etapa 2. Sin embargo, se realizaron distintas sintesis de
AuNR donde se utilizaron las semillas tras haber estado en reposo durante distintos tiempos: 10 min,
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1h, 2h, 5h, 24h y 48h. De esta forma, se intentd conocer cémo varia el tamafio de AuNR en funcion del
tiempo que esta en reposo las semillas de oro.

A continuacién, se muestra un esquema resumen de todo el proceso de sintesis de los nanorods de

oro:
ETAPA 1: Formacion de semillas de ETAPA 2: Formacion de nanorods de
oro. 0oro.
HAuCl, (aq) HAuCl, (aq)
CTAB (aq) CTAB (aq)
NaBH, Nitrato de plata
- Agente reductor AgNO,

Yy

Acido Ascérbico

Semillas de oro Agente reductor

AuCl,

Nanorods de oro

NANOROD DE ORO

FIGURA 18. Esquema resumen de la sintesis de AuNRs.

3.2.CARACTERIZACION DE LOS NANORODS DE ORO

3.2.1.ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION UV-VIS

Con la finalidad de investigar las propiedades dpticas de AuNRs, se estudié en primer lugar la radiacion
electromagnética que pueden absorben los nanorods de oro sintetizados en un rango de longitud de
onda de 220 a 900 nm. Asi pues, se registro el espectro de absorcion UV-vis de todos los AuNRs
sintetizados.

Para ello, se cogieron aproximadamente 2 mL de la muestra de los nanorods obtenidos y con la ayuda
de una pipeta se introdujeron en una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso éptico; antes de proceder a
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realizar la medida, se limpiaron bien las paredes de la cubeta con agua destilada y posteriormente con
acetona para eliminar cualquier impureza que pudiese dar lugar a errores en la medida. Antes de
registrar el espectro de absorcién de la muestra, se debe realizar una medida previa (linea base)
conteniendo el disolvente utilizado, en este caso, agua Milli-Q.

Tras registrar la linea base, se inserté la cubeta con la muestra de nanorod para medir el espectro de
absorcién en el rango de los 220 a los 900 nm.

En la Figura 19 se muestra el espectro de absorcion del primer nanorod sintetizado, etiquetado como
AuNR1.

2,5+
2,0+
1,51

1,01

Absorbancia

0,51

0,0 T T T T T T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

FIGURA 19. Espectro de absorcion UV-vis de AuNR1.

Analizando el espectro de absorcidn de AuNR1, se puede observar que presenta varias bandas de
absorcién: la banda de mayor intensidad esta situada a una longitud de onda con un maximo centrado
en 788 nm. Esta banda se asocia a la banda de plasmén longitudinal del nanorod. La segunda banda
de menor absorcion, centrada alrededor de los 520 nm se asocia a la banda transversal de plasmdn de
AuNR. El espectro obtenido es un espectro caracteristico de un AuNRs.

Como se ha comentado con anterioridad, con el fin de optimizar el proceso de sintesis y observar cémo
varia el tamafio y forma de los nanorods de oro, se sintetizaron nuevos AuNRs variando el tiempo que
se deja en reposo las semillas de oro de la etapa 1; por otro lado, se repitié la sintesis de los nanorods
en diferentes ocasiones ya que no se conseguia reproducir el tamafio de los mismos siguiendo el
mismo protocolo. Esto nos llevd a utilizar reactivos de diferentes lotes ya que en un primer momento
supusimos que alguno de los reactivos utilizados podria no estar en dptimas condiciones. Por todos
estos motivos, se obtuvieron un variado nimero de AuNRs que mostraban distintos maximos de
absorcién en el espectro UV-vis, variando de los 650 a los 800 nm; esto es un claro indicio de que los
nanorods obtenidos en los distintos procesos de sintesis tenian tamafos diferentes. Asi pues,
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adicionalmente a AuNR1, se estudiaron las propiedades dpticas de otros nanorods sombrados como
AUNR2, AuNR3, AuNR4, AuNR5, AuNR6, AuNR7, AuNR8 y AuNRS9.

A continuacidn, se muestran los espectros de absorcion de las diferentes muestras obtenidas:
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FIGURA 20. Espectro de absorciéon de AuNR2 (izquierda) y AuNR3 (derecha) en medio acuoso.

En la Figura 20, se muestran los espectros de absorcion de las muestras AUNR2 y AuNR3. Analizando
la muestra AuNR2, se puede observar que sélo existe una Unica banda de absorcidn sobre los 600 nm.
Como se ha comentado en la introduccién, las nanoparticulas esféricas sélo poseen una banda de
absorcién que varia en funcién del tamafio de la misma y que puede estar centrada en el rango de 520-
600 nm; por lo tanto, en vista del espectro de absorcién que muestra AuNR2, se puede deducir que no
se trata de un nanorod, sino de nanoparticulas de forma esférica. La forma de AuNR2 se caracterizé
posteriormente por TEM (ver apartado 3.2.2, Figura 24).

Por lo que respecta al espectro de absorcidon de AuNR3, se observan dos bandas de absorcién, una
banda situada a 530 nm y otra ca. 730 nm. La banda de absorcion localizada a una longitud de onda
menor se puede asociar con la oscilacién de los electrones libres a lo largo de la superficie transversal
de AuNR3 (banda trasversal de plasmdn), mientras que la banda centrada a una mayor longitud de
onda se asocia al movimiento oscilatorio de los electrones libres de la superficie longitudinal del
nanorod (la banda longitudinal de plasmdn).
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FIGURA 21. Espectro de absorcion de AuNR4 (izquierda) y AuNR5 (derecha) en agua.
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La Figura 21 muestra los espectros de absorcidon de las muestras AuUNR4 y AuNR5. Analizando el
espectro de absorcién de AuNR4, tiene sélo una banda de absorcion situada sobre 580 nm. Al igual
que ocurria con la muestra AuNR2, viendo el espectro de absorcién de AuNR4, se puede deducir que
se trata de nanoparticulas esféricas, sin tener ninguna asimetria en su forma que provoque la aparicién
de dos bandas de plasmdn en su espectro ultravioleta.

Del espectro de absorcion de AuNR5, se observan dos bandas con méaximos situados sobre 520 nm y
700 nm, lo cual es indicativo de que efectivamente la muestra AuNRS5 es un nanorod de oro, ya que la
banda a 520 nm se puede asociar a la banda transversal de pasmon y la situada sobre 700 nm se asocia
a la banda longitudinal de pasmon.
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FIGURA 22. Espectro de absorcion de AuNRG6 (izquierda) y AuNR7 (derecha) en medio acuoso.

En la Figura 22 aparecen los espectros de absorcién de las muestras AUNR6 y AuNR7. De nuevo, del
espectro obtenido de AuNR®6, parece tratarse de una nanoparticula esférica, con el maximo de la banda

de absorcidon en 525 nm.

En cuanto al espectro de absorcion de la muestra AuNR7, se observa que tiene una banda ancha con
un maximo centrado en 660 nm con un pequefio hombro sobre los 530 nm. Por lo tanto, se puede
concluir que AuNR7 puede tratarse de una mezcla de nanoparticulas esféricas de gran tamafo con
alguna nanoparticula con forma de nanorod.
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FIGURA 23. Espectro de absorcion de las muestras AuNRS8 (izquierda) y AuNR9 (derecha).
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Finalmente, la Figura 23 muestra los espectros de absorcion de AUNR8 y AuNR9. Ambos espectros
presentan distintos maximos de absorcién. Asi, AUNRS8 tiene una banda de absorcién situada sobre
540 nm y otra sobre 680 nm, mientras que el espectro de AUNR9 muestra una banda de absorcion
sobre 520 nm y otra ca. 770 nm, asociadas, como se ha explicado con anterioridad, a las bandas
transversales y longitudinales de plasmdn, respectivamente. Por lo tanto, se puede concluir que ambas
muestras son nanorods de oro con un tamafio diferente.

De los resultados obtenidos de la espectroscopia de UV-vis, se puede deducir que algunas sintesis
dieron lugar a AuNRs mientras que otras, por razones que no hemos podido controlar y por tanto
desconocemos, corresponden a nanoparticulas esféricas de oro. La Tabla 3 muestra un resumen de
los resultados obtenido.

Tabla 3. Caracterizacion de las diferentes muestras a partir de la espectroscopia de UV-vis.

Maximos de la banda de absorcién (nm) Forma
MUESTRA SPR TSPR LSPR nanoparticulas
AuNR1 - 518 788 Nanorod
AuNR2 597 - - Esférica
AuNR3 - 530 731 Nanorod
AuNR4 579 - - Esférica
AuNR5 - 517 696 Nanorod
AuNR6 524 - - Esférica
AuNR7 - 531 660 Esférica/Nanorod
AuNR8 - 541 682 Nanorod
AuNR9 - 520 771 Nanorod

En conclusidn, se han sintetizado y estudiado los espectros de absorcidon de 9 muestras diferentes. De
los resultados inicialmente obtenidos por espectroscopia de absorcién UV-vis, se deduce que se han
obtenido diferentes tipos de nanoparticulas: nanorods y nanoesferas. Las muestras AuNR2, AuNR4 y
AuNRG6, aunque se siguid el mismo procedimiento de sintesis que para el resto de muestras, se
concluye que tienen forma esférica. Cada una de ellas muestra el maximo de la banda de absorcién a
una longitud de onda diferente, por lo que tienen diferente tamafio (ver Figura 6 y 7 de la
introduccion). Asi, el menor tamafio de nanoparticulas esféricas corresponde a AuNR6, ya que su
maximo de absorcidn se encuentra a longitudes de onda menores, mientras que el mayor tamano
corresponde a AuNR2, cuyo méaximo estd desplazado a longitudes de onda mayores. Por otro lado, se
ha observado que el ancho de la banda de absorcién aumenta a medida que la banda se desplaza hacia
longitudes de onda mayores; asi, la banda de absorcién de AUNR6 es mas estrecha en comparacion
con la de AuNR2, resultado que confirma el mayor tamafio de AuNR2 respecto al resto de
nanoparticulas esféricas obtenidas. Otro pardametro a tener en cuenta para intuir la forma de un
nanomaterial es el color. Asi, las disoluciones coloidales de AuNR2, AuNR4 y AuNR6 tenian un color
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rojizo, tipico de nanoparticulas de oro esféricas, diferente al color de las otras muestras, con una
tonalidad entre azul-violeta oscuro y negro, tipico de AuNRs.

El hecho de no haber obtenido nanorods en estas muestras 2, 4 y 6, a pesar de seguir el mismo
procedimiento, se puede deber muchos factores. Estas se sintetizaron con la misma concentracién de
los reactivos utilizados para AuNR1, pero de lotes diferentes que parecia no estar en dptimas
condiciones. Por eso, un posible factor que provocé que no se formaran nanorods de oro, puede ser
que el estado de los reactivos no era el adecuado. Otro factor que légicamente puede afectar es que
el CTAB utilizado no se anclara bien a la superficie de la nanoparticula sin formar la doble bicapa
alrededor de la nanoparticula, favoreciendo la agregacién de las semillas de oro para formar
finalmente los AuNRs.

Por lo que respecta a las muestras AuNR1, AuNR3, AuNR5, AuNR7, AuNR8 y AuNR9, después de
analizar sus espectros de absorciéon UV-vis, se deduce que si corresponden a nanorods de oro de
diferente tamano. Como se ha comentado en la introduccién, la banda longitudinal de plasmdn
depende de la relacién de aspecto de los nanorods. Las muestras AuUNR1, AuNR3 y AuNR9 tienen la
banda longitudinal de plasmén situada a una longitud de onda superior a los 700 nm, especialmente
para AuNR1 y AuNR9, que se sitla sobre los 790 y los 770, respectivamente. Esto indica que estos
nanorods presentaran una forma mas alargada, con una relacion de aspecto longitudinal/transversal
mayor. Estos nanorods, especialmente AuNR1, pueden aportar mayores beneficios para aplicaciones
fototérmicas (PTT) ya que se podrdn irradiar a una longitud de onda mayor, provocando de esta forma
un menor dafio a los tejidos del organismo, que no absorberdn la radiacion.

Por ultimo, parece que AuNR7 es una mezcla de nanorods de oro y nanoparticulas esféricas. Esto
quiere decir que la mayoria de las semillas de oro han agregado formando nanoparticulas esféricas
grandes y algunas semillas han sufrido el proceso de crecimiento para formar el nanorod. En este caso,
el espectro de absorcién contiene dos bandas solapadas, que al tratase de algunas nanoparticulas
esféricas con un tamafio elevado tienen una banda de absorciéon ancha que se solapa con la banda
longitudinal de pasmén de los nanorods.

3.2.2.MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)

Una vez se sintetizaron y estudiaron los espectros de absorcidon UV-vis de las nueve muestras de
nanoparticulas de oro, se intentd caracterizar la morfologia de estas por microscopia electrdnica de
transmision (TEM). El equipo TEM utilizado se encuentra en el Servicio de Microscopia de la UPV. Para
las muestras analizadas en este proyecto, se utilizé el microscopio electrénico de transmisidn de alta
resolucién con 200 kV de aceleracidn. Asi, se pudo determinar la forma, el tamafio y/o distribucién de
tamafios de algunas de las nanoparticulas sintetizadas. Ademas, se pudo corroborar la diferencia de
tamanio de las distintas nanoparticulas comparando las imagenes TEM con los resultados obtenidos de
la espectroscopia de absorcién UV-Vis.

El microscopio TEM esta formado por un cafidn, una serie de lentes para enfocar el haz de electrones
en la muestra y un sistema que registra la interaccién de los electrones lanzados sobre la muestra en
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forma de una imagen. El microscopio TEM tiene un sistema de vacio para que el haz de electrones no
interaccione con moléculas de aire que provocarian errores en los resultados.

Aunque se quiso analizar por TEM todas las muestras disefiadas, por diversos motivos, entre los que
cabe destacar motivos de seguridad debido al Covid-19, falta de disponibilidad del equipo en el
momento en que se iban obteniendo las distintas nanoparticulas, etc., no se pudo realizar el andlisis
para todas ellas.

En primer lugar, se analizaron las nanoparticulas de la muestra AuNR2, con el fin de caracterizar el
tamafio y forma de estas.

FIGURA 24. Imdgenes TEM de AuNR2.

Como se puede observar en la Figura 24, la gran mayoria de las semillas de oro presentan una forma
esférica con un tamafio bastante uniforme que no supera los 5 nm de diametro.

A continuacion, se muestra la imagen TEM de AuNR3:

FIGURA 25. Imdgenes de TEM de AuNR3.
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Como se puede observar en la Figura 25, las nanoparticulas obtenidas para la muestra AuNR3,
corresponde a nanorods de oro. Asi, se confirma que del espectro UV-vis de esta muestra, los dos
maximos de absorcion corresponden a la banda transversal y longitudinal del nanorod. En las imagenes
TEM también se observan algunas nanoparticulas con forma esférica u ovalada, que deben provenir
de la agregacion de algunas semillas de oro, aunque cabe destacar que mayoritariamente se observan
nanorods de oro. Se tomaron diversas medidas de los nanorods que aparecen en las imagenes,
realizdndose una media de la anchura y la longitud de estos. Asi, en general, AUNR3 tiene una longitud
media de 30 nm y una anchura media de unos 12 nm. Conocido el tamafio medio de AuNR3, se puede
calcular su relacién de aspecto a partir del tamafio longitudinal/transversal del mismo; el valor
obtenido es de 2,5. Ademas, de la imagen superior derecha de la Figura 25, se puede observar los
planos cristalinos de los nanorods de oro.

Otras muestras que también se pudieron analizar por TEM son las muestras AuNR5, AuNR7 y AuNR8.

FIGURA 26. Imdgenes TEM de AuNR5.

FIGURA 27. Imdgenes TEM muestra de AuNR7.
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FIGURA 28. Imdgenes TEM de AuNRS.

De las imagenes TEM de las muestras AuUNR5, AuUNR7 y AuNRS, representadas en las llustraciones 26,
27 y 28, se observa que todas presentan tamanos diferentes. Analizando la Figura 26, gran parte de
AuNRS5 son nanorods de oro con una geometria similar a AUNR3, pero también se observa una porcion
de nanoparticulas cubicas, esféricas y ovaladas; en general, se ha detectado mayor dispersion.

Analizando la Figura 27 y 28, las muestras AuUNR7 y AuNR8 también presentan diferentes tipos de
nanoparticulas, donde aparecen nanorods, nanoparticulas esféricas, cubicas y ovaladas, de distinto
tamafio.

En el caso de AuNR7, haciendo uso de la espectroscopia de absorcidn UV-vis, si que se habia observado
la presencia de nanoparticulas de diferente forma a los nanorods, pero después de analizar las
imagenes TEM, se puede afirmar que todas las muestras presentan en mayor o menor medida cierta
cantidad de nanoparticulas esféricas, siendo los nanorods de oro obtenidos de una forma similar con
variaciones no muy sustanciales en cuanto al tamafio longitudinal.

3.3.CARACTERIZACION DE AUNRs PARA SU POSIBLE USO EN PTT

Se realizé un estudio sobre las propiedades fototérmicas de las diferentes muestras de nanorods de
oro obtenidas con el fin de analizar su posible utilizacién en terapia fototérmica (PTT). Asi, se midi6 el
aumento de temperatura que se obtenia tras irradiar los diferentes AuNRs con luz de distinta energia
(532 y 808 nm). Estas medidas pudieron llevarse a cabo con AuNR5, AuNR6, AUNR7, AuNR8 y AuNR9.

Para ello, se irradiaron las muestras AuNR5, AuNR7, AuNR8 y AuNR9 con un laser continuo a una
longitud de onda de 808 nm con una potencia de 700 mW. Asimismo, se irradiaron las muestras
AuNR5, AuNR6, AuNR7 y AuNR8 con un laser pulsado a 532 nm a una potencia 40 mJ (10
pulsos/segundo). Conviene recordar, que todas las muestras corresponden a nanorods de oro, a
excepcion de la muestra 6, que tiene forma esférica. Se midié el aumento de temperatura de esta
nanoesfera ya que tiene su banda de plasmén con maximo sobre 530 nm, muy cercano a la longitud
de onda de excitacion del laser pulsado. La intencion es comparar el aumento de temperatura que
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genera la nanoesfera en comparacion con los AuNRs, cuyo maximo esta desplazado a longitudes de
onda mayores.

Para realizar el estudio fototérmico, se prepararon disoluciones en medio acuoso de todas muestras
con la misma absorcién a la longitud de onda de excitacién (532 o 808 nm). Para los nanorods AuNR5,
AuNR7, AuNR8 y AuNR9, que se irradiaron a 808 nm, se prepararon disoluciones con una absorcién de
0,6 a 808 nm, mientras que para AuN5, AuNR6, AUNR7 y AuNR8, se prepararon disoluciones con una
absorcion cercanaala 532 nm.

Las irradiaciones se llevaron a cabo en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz, conteniendo 2 mL de
disolucion de AuNR; esta se mantuvo en constante agitacion durante la irradiacion con el fin de
homogeneizar la muestra. Las muestras a irradiar se colocaron a 20 cm del laser de excitacion. La
medida de temperatura se realizé con un termdémetro digital cuya punta metalica se puso en contacto
con la disolucién de AuNR evitando que interaccionase con el haz de luz. Asi, una vez preparado el
montaje, se irradiaron las diferentes muestras controlando el incremento de temperatura de la
muestra en funcién del tiempo.
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FIGURA 29. Variacion de la temperatura en funcion del tiempo de irradiacion de AuNR5, AuNR?7,
AuNR8 y AuNR9 con un Ildser a 808 nm.

Como se observa de la Figura 29, todas las muestras siguen una tendencia muy parecida, ya que la
temperatura del medio va aumentando con el tiempo de irradiacién hasta que sobre los 10 min parece
que empieza a estabilizarse. De los nanorods investigados, el que provoca un aumento de temperatura
mayor es AuNR9, el cual presenta su maximo de absorcién de la banda de plasmdn (771 nm) mas
cercano ala longitud de onda de excitacién (808 nm). En este sentido, el nanorod que deberia provocar
un menor aumento de la temperatura deberia coincidir con aquel cuyo maximo de banda de plasmén
estuviera a una longitud de onda menor, que en este caso coincide con AuNR7, que efectivamente es
quien provoca un menor aumento de la temperatura. Asi pues, aunque todos los AuNRs absorben la
misma cantidad de luz a 808 nm, aquellos que presentan una banda de plasmdn con el médximo mas
cercano a lalongitud de onda de excitacién, son los que generan un mayor aumento de la temperatura.
Esto se debe a que la oscilacion colectiva de los electrones superficiales de los nanorods en resonancia
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con la frecuencia de la luz irradiada es mucho mas eficiente, produciendo un incremento de
temperatura mayor.
Con el fin de investigar la estabilidad de los nanorods, se registraron los espectros de absorcién UV-vis

antes y después de ser irradiados con el Idser continuo a 808 nm. Asi pues, la Figura 30 muestra los
espectros de absorcién de AuNR5, AuNR7, AuNR8 y AuNR9 antes y después de ser irradiados.
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FIGURA 30. Espectros de absorcion de AuNR5, AuNR7, AuNR8 y AuNR9 antes y después de ser
irradiados a 808 nm.

Como se puede apreciar, no se detectan cambios significativos entre los espectros de absorcién de los
nanorods tras de ser irradiados a 808 nm. Esto es un claro indicio que los nanorods disefiados no sufren
cambios importantes en su estructura, ni generan agregacioén tras la irradiacién a esta longitud de
onda. Esto es importante ya que, como se comentd previamente en la introduccidn, la agregacion de
nanoparticulas metalicas aumenta considerablemente la toxicidad, pudiendo generar mayores dafios

adversos en el organismo.

A continuacidn, se muestran los resultados sobre la irradiacidén de las muestras AUNR5, AuNR6, AuNR7
y AuNRS con el laser pulsado a 532 nm. La Figura 31 muestra el aumento de temperatura que provocan

dichos sistemas tras ser irradiados.
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FIGURA 31. Variacion de la temperatura en funcion del tiempo de irradiacion de AuNR5, AuNRG6,
AuNR7 y AuNR8 con un Idser a 532 nm.

Al contrario que ocurria con los resultados observados de aumento de temperatura tras irradiar las
muestras a 808 nm, aqui no se observan diferencias significativas en dicho aumento de temperatura
entre las distintas muestras, ya que todas siguen la misma tendencia. Sorprendentemente, la muestra
AuNR®6, que tiene forma esférica y un maximo de la banda de plasmén (524 nm) muy cercano a la
longitud de onda de excitacidn, no provoca un aumento de temperatura superior a los AuNRs
estudiados, cuyas bandas de plasmén absorben con maximos a A > 660 nm. Por otro lado, el aumento
de temperatura observado tras irradiar a 532 nm es ligeramente inferior al detectado tras irradiar las
muestras a 808 nm, aun teniendo las muestras mayor absorcion a 532 nm; de cualquier forma, es dificil
hacer una comparativa ya que las muestras se irradian a diferentes energias, pero segun los resultados
obtenidos, parece que las irradiaciones a 808 nm son algo mas efectivas que las realizadas a 532 nm.

Como se hizo para el caso de las muestras irradiadas a 808 nm, se estudid la estabilidad de los
nanomateriales tras ser irradiados a 532 nm. Conviene resaltar que la irradiacion de AUNR5, AuNR7 y
AuNRS8 provocé un cambio completo del color de las muestras, pasando de un tono azul oscuro/negro
a rojo (ver Figura 32). Esto es un claro indicio de que se produce un cambio muy significativo en la
estructura del nanomaterial; por el color rojizo de los distintos AuNRs al ser irradiados, se puede
anticipar que estos pasan a adquirir una estructura esférica.

AuNR8 |

NO hv [hv 532 nm

pu——_

| NO hv Ihv 532 nm|

Y

NO hv |hv 532 nm

FIGURA 32. Fotografia de las muestras AuNR5, AuNR6, AuNR7 y AuNRS, antes y después de ser
irradiadas a 532 nm; conviene mencionar que AuNRG6 no sufrio cambios significativos de color.
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Ademas de detectarse un cambio de color completo de los nanorods, también se observé un cambio
muy significativo en sus espectros de absorcidon UV-vis tras de ser irradiados a 523 nm (ver Figura 33).
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FIGURA 33. Espectros de absorcion de las muestras AuNR5, AuNR7, AuNR8 y AuNR9, antes y
después de irradiar a 532 nm.

Como se puede observar, la irradiacion a 532 nm provocd la desaparicion de la banda longitudinal de
plasmon en cada uno de los AuNRs estudiados. Los espectros de todas las muestras tras ser irradiadas
acaban mostrando una Unica banda de absorcion alrededor de los 530 nm, con una forma muy similar
a la que tienen las nanoparticulas esféricas. Asi pues, se puede concluir que la irradiacién de AuNRs a
532 nm genera un cambio total de la estructura del nanomaterial, pasando éste de forma de varilla a
esférica. Adicionalmente, este proceso podria dar lugar a mayor agregacién de los nanomateriales, con
el consiguiente aumento de su toxicidad.

Cuando se irradia con un laser a 532 nm, la energia del haz es mayor que cuando se irradia a una
longitud de onda mayor. Los fotones que forman el haz de luz que sale del laser chocan contra los
electrones superficiales de los nanorods. Cuando la longitud de onda del laser se sincroniza con la
banda transversal de plasmén, los electrones superficiales empiezan a vibran produciendo un
estrechamiento del nanorod hasta llegar a romperse. Dentro de la duracion del pulso del laser, los
nanorods de oro absorben los fotones, y como la transferencia de calor entre el nanorod y el medio
(disolvente) es lenta, se produce un aumento de la energia interna de los nanorods que hace que se
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fragmenten en forma de nanoparticulas esféricas. Asi pues, un laser de pulso de alta potencia, cuando
irradia una disolucidn coloidal de nanorods de oro, los funde convirtiéndolos en nanoparticulas
esféricas [25].

Algo importante a tener en cuenta como paso previo al posible uso de AuNRs en PTT, es que no
produzcan toxicidad en células no cancerosas o a otros organulos. Como se ha comentado con
anterioridad, unos de los objetivos principales de utilizar nanorods de oro en terapia fototérmica es
que lairradiaciéon de los nanorods incremente la temperatura en el tumor con el fin de matar las células
cancerosas. Los resultados obtenidos indican que todas las muestras han inducido un aumento de la
temperatura tras ser irradiadas tanto a 532 como a 808 nm, por lo que podria esperarse que podrian
ser utiles en PTT; sin embargo, las irradiaciones a 808 nm parecen ser mas ventajosas ya que no
producen cambios significativos en la estructura del nanomaterial, mientras que las irradiaciones a 532
nm si generan cambios en las nanoparticulas, pudiendo dar lugar a la formacién de agregados que
podrian generar dafos adicionales de toxicidad que convendria evitar, como por ejemplo taponar
capilares, siendo muy perjudicial para el organismo.

Asi, tras analizar todos los resultados derivados del ensayo fototérmico, los nanorods de oro parecen
presentar mejores propiedades que las nanoparticulas esféricas de oro para su posible uso en PTT.
Ademas, para conseguir mejores rendimientos, es preferible que el maximo de la banda longitudinal
de plasmdn esté cerca de la longitud de onda a la que se va a irradiar, ya que generard un mayor
incremento de la temperatura en un menor tiempo de irradiacion.

3.4.FUNCIONALIZACION DE LOS NANORODS DE ORO.

3.4.1.FUNCIONALIZACION DE LOS NANORODS DE ORO CON HS-PEG-COOH

Como ya se comentd en la introduccion, el polietilenglicol (PEG) es un poliéter ampliamente utilizado
para diferentes aplicaciones tecnolégicas, especialmente para aplicaciones bioldgicas. Pertenece a un
tipo medicamentos que reciben el nombre de laxantes osméticos. Debido a sus propiedades fisico-
quimicas, cada vez se utiliza mds en biomateriales.

El objetivo principal de funcionalizar los AuNRs es el de sustituir las moléculas de CTAB adsorbidas en
la superficie del nanorod de oro por moléculas de PEG, ya que el CTAB es altamente tdxico. El proceso
de eliminar el CTAB de los nanorods puede provocar la agregacion de los nanorods, lo cual conduciria
a un aumento notable de su citotoxicidad o incluso a la agregacidon completa, lo que impediria su uso
para cualquier tipo de aplicacién, ya que formaria estructuras metdlicas macromoleculares que no
serian funcionalizables ni utiles en ningun sentido. En la bibliografia se pueden encontrar distintos
métodos para funcionalizar AuNRs; sin embargo, no todos son efectivos ni tampoco se obtienen AuNRs
lo suficientemente libres de CTAB para su uso en aplicaciones bioldgicas. En este proyecto, se utilizo
un método muy sencillo, capaz de poder intercambiar las moléculas de CTAB por las de PEG sin
provocar ningln cambio en la estructura de los nanorods de oro[24]. Los reactivos que se utilizaron en
este método son los que se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Reactivos utilizados para la funcionalizacion de AuNR con PEG.

REACTIVOS MASA MOLAR
(g/mol)
Tween 20 1227,54
BSPP 500
PEG 3145
NaCl 58,44

La estructura molecular de los reactivos utilizados se muestra en la FIGURA 34.
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FIGURA 34. Estructura molecular del Tween20, BSPP (Bis(p-sulfonatophenyl)phenylphosphine
dihydrate dipotassium salt) y HS-PEG-COOH.

El Tween20 es un tensoactivo no idnico que se utiliza para estabilizar la superficie de los nanorods de
oro. Enlo que respecta al BSPP, es una sal de triarilfosfina soluble en agua y realiza la funcién de agente
de activacién en la superficie de los nanorods de oro. Su tamafio molecular es mds pequefio en
comparacion al tamafio de las moléculas de PEG, por ese motivo, tiene mayor facilidad para
introducirse dentro de la bicapa lipidica que forma el CTAB alrededor de los nanorods de oro.

El mecanismo de funcionalizacion de AuNRs con PEG (ver Figura 35) se inicia con que las moléculas de
Tween20 se introducen a través de la bicapa de CTAB para anclase a la superficie del nanorod y actuar
como un agente estabilizante. Seguidamente, las moléculas de BSPP también se introducen dentro de
la bicapa de CTAB y se absorbe facilmente a la superficie del nanorod de oro. El BSPP tiene una
estructura molecular que presenta varias cargas, que primero desplaza las moléculas de CTAB de la
superficie del nanomaterial y luego activa electrostaticamente la superficie de AuNR para que se
puedan anclar las moléculas de PEG. Finalmente, el NaCl provoca una mayor estabilidad de los
nanorods, ya que tienen la capacidad de anclar a los iones de plata sobre la superficie de los nanorods
de oro.
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FIGURA 35. Representacion del mecanismo de funcionalizacién de AuNR con PEG.

Para funcionalizar los AuNR con PEG, se siguid el siguiente protocolo: en primer lugar, se prepararon
todas las disoluciones de los reactivos que intervienen. Todos los reactivos son sdlidos, excepto el
Tween20 que es un liquido muy viscoso. Para preparar una disolucidon de Tween20 de 200 uL con una
relacién de 2% en volumen en agua Milli-Q, se cogié un vial y se le aiadieron 196 uL de agua.
Seguidamente, con la ayuda de una micropipeta, se cogieron 4 puL de Tween20 y se afiadieron al vial
conteniendo los 196 uL de agua Milli-Q; este paso se tiene que realizar con mucho cuidado porque al
ser una muestra viscosa puede formar burbujas en el interior de la pipeta; ademas, hay que evitar que
haya un exceso de reactivo alrededor de la punta de la pipeta que varie la cantidad de Tween20
afiadida.

Los otros reactivos, al ser compuestos sdlidos, se pudieron pesar sin problemas, preparandose las
disoluciones en medio acuoso que se indican en la Tabla 5.

Tabla 5. Cantidades y concentraciones de los reactivos utilizados para la funcionalizacion de

AuNRs con PEG.
REACTIVOS MASA MOLES VOLUMEN CONCENTRACION
BSPP 10 mg 2-10° 200 pL 0,1 M
PEG 5 mg 1,6-10° 1600 pL 0,001 M
NaCl 467,52 mg 0,008 4000 pL 2M

La funcionalizacidon de AuNRs se realizé de la siguiente forma: en viales conteniendo 1.5 mL de agua,
con una agitacién de 200 rpm, se afiadid de forma consecutiva las siguientes cantidades de reactivo:
100 pL de la disolucién de Tween20 2% en volumen, 100 pL de la disolucién de BSPP 0,1M, 800 pL de
la disolucién de PEG 0,001M y 2000 pL de la disolucion de NaCl 2 M. Una vez anadido todos los
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reactivos, se afiadié 4 mL de la muestra correspondiente de AuNR, dejandose la mezcla de reaccién en
agitacién suave (200 rpm) y a temperatura ambiente durante 24 horas.

Pasado ese tiempo, se detuvo la agitacion y se realizaron diversos lavados con agua Milli-Q, con el fin
de eliminar el exceso de reactivo que no haya reaccionado, asi como para eliminar el CTAB eliminado
de la superficie de AuNR. Cada lavado se realiza con unos 5 mL de agua, donde la muestra se centrifuga
a 12000 rpm durante 15miny a 10 °C, eliminando el sobrenadante tras cada centrifuga y rediluyendo
de nuevo con agua Milli-Q. Finalmente, las muestras funcionalizadas con PEG se filtraron en filtros de

jeringa de PTFE de 0.2 um.

La Figura 36 muestra el espectro de absorcion UV-vis de AuNR1 en CTAB y tras ser funcionalizado con
PEG.

0.20-
AUNR1+CTAB|
AuNR1+PEG
o 015
(&)
S
S 0.101
(@]
wn
O
< 0.051
0.00

400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

FIGURA 36. Espectros de absorcion de AuNR1 en CTAB y funcionalizado con PEG.

Comparando el espectro de absorcién de los nanorods de oro de la muestra AuNR1 funcionalizados
con PEG vy el espectro de absorcién de los mismos nanorods sin funcionalizar (con CTAB en la
disolucidn), se observan pequefias diferencias entre las dos bandas de plasmdn; esto es debido a que
se modifica la superficie del nanomaterial. Existen algunas diferencias entre los espectros a longitudes
de onda menores a 400 nm, pero en este rango espectral no aparece ninguna referencia caracteristica
relacionada con el tamafio o forma de los nanorods de oro.
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FIGURA 37. Espectros de absorcion de AuNR3 en CTAB y funcionalizado con PEG.

Como se puede observar, al funcionalizar AUNR3 con PEG, se observan cambios algo mas significativos
en el maximo de absorcién de la banda de plasmdn longitudinal en comparacion con AuNR1. Estos se

deben a que se modifica la superficie del nanorod.

3.4.2.FUNCIONALIZACION DE LOS NANORODS DE ORO CON LA PROTEINA ALBUMINA SERICA

Las cadenas de PEG permiten anclar una proteina a la superficie de los nanorods de oro. Con el objetivo
de observar diferencias en los estudios de viabilidad celular, se funcionalizaron los nanorods de oro de
la muestra AuNR3, que contenian PEG, con la proteina albumina sérica humana (HSA), cuya estructura

se muestra en la Figura 38.

FIGURA 38. Estructura de HSA.

Para poder anclar HSA covalentemente a las cadenas de PEG de la superficie de los nanorods de oro,
se hacen reaccionar con un exceso de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y de N-
hidroxisuccinimida (NHS); la mezcla de reaccién se deja en agitacidon durante una hora. Pasado ese
tiempo, el crudo de reaccion se centrifuga durante 15 min a 12000 rpm a 10 °C. En estas condiciones,
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los AuNRs-PEG-NHS quedaran en el fondo del tubo Falcon, mientas que los reactivos que no hayan
reaccionado quedaran en disolucién, la cual se elimina por decantacién. A continuacién, se
resuspenden los AuNRs-PEG-NHS en 2 mL de agua y se le afiade una disolucion conteniendo HSA en
exceso (2 mg/mL), dejandose la mezcla en agitacion suave y temperatura ambiente hasta el dia
siguiente. Pasado ese tiempo, el crudo de reaccién se centrifuga durante 15 min a 12000 rpm a 10 °C,
desechando el sobrenadante, y se realizan varios lavados en agua para eliminar el exceso de HSA que
no haya reaccionado. Asi, finalmente tendremos nanorods de oro funcionalizados con HSA (AuNRs-
PEG-HSA).

La reaccion se llevé a cabo utilizando 400 pL de los nanorods de oro con PEG y HSA. Para ello, primero
se prepard una disolucion madre de la proteina a una concentracidon de 20 uM. Asi, sabiendo que la
masa molecular de HSA es de 67 kDa, se calcularon los gramos de proteina que habia que pesar para
luego diluirse en 200 uL de agua Milli-Q y asi tener una concentracién de 20 uM.

20-107°M x 200 - 107°L = 4 - 10" °moles de HSA

9 gramos
4-10""moles de HSA x 67000W = 0,00268 gramos de HSA

Conocida la cantidad de HSA a pesar para llevar a cabo la funcionalizacion de AuNR-PEG con la
proteina, se procedié a seguir el protocolo experimental arriba explicado. Dicha reaccién de
funcionalizacién de los nanorods de oro con PEG y HSA se realizd principalmente con AuNR3. Asi, tras
obtener AUNR3-PEG-HSA, se registrd su espectro UV-vis (ver Figura 39).
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FIGURA 39. Espectro de absorcion UV-vis de AuNR3-PEG-HSA.
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3.5.ESTUDIO CELULAR. ENSAYOS BIOLOGICOS CON SKBR3

Tras caracterizar los nanorods de oro y estudiar sus propiedades épticas y fisicas tras irradiarlos con
luz de diferente energia, se llevd a cabo un estudio celular con el fin de investigar la posibilidad de
poder utilizarlos en aplicaciones bioldgicas. Para ello se cultivaron células de adenocarcinoma humano
SKBr-3, que son células cancerosas de mama humana.

Al tratar con células vivas, todo el procedimiento se debe realizar con especial atencidn, dentro de
cabinas de flujo laminar perfectamente esterilizadas, ya que cualquier fallo podria provocar la
contaminacion de las células y provocar su muerte. Para que esto no suceda, todo el material que se
introduce en la vitrina debe estar previamente limpiado y esterilizado con etanol 70%, para asi evitar
cualquier contaminacién de las células.

Para el estudio de viabilidad celular, se utilizaron dos muestras de nanords de oro: AUNR1 y AuNR3 a
una concentracién aproximada de 80 nM. En el caso de AuNR1, se utilizaron AuNR1 en CTAB y
funcionalizado con PEG, para observar la diferencia entre ambos compuestos y ver cémo afectan a las
células. Por lo que respecta los nanorods de la muestra AuNR3, se queria observar la utilidad que tiene
utilizar estos nanorods con PEG y la mejora del rendimiento del proceso que tiene anclar la proteina
HSA o a la superficie de la nanoparticula. Adicionalmente, también se estudié el efecto que podria
tener FBPet interaccionando con HSA. FBPet es un derivado etilado del farmaco flurbiprofeno (FBP), el
cual se usa para el tratamiento del dolor, fiebre, procesos inflamatorios, etc [26].

Para preparar la muestra de los AuNR3-PEG+HSA+FBPet, primero se prepard una disolucidn
concentrada de FBPet utilizando como disolvente agua Milli-Q, y con la ayuda de una micropipeta se
afnadié a la muestra AuNR3-PEG+HSA, obteniendo finalmente una disolucion de concentracion de
FBPet de ca. 80 nM.

Las células SKBr-3 se encontraban congeladas en tubos criogénicos a -80 °C. En primer lugar, se
procedio a descongelar las células; para ello, se introdujeron en un bafio de agua a 37 °C durante 2-3
minutos. Posteriormente, se pasaron a un tubo de centrifuga y se afiadié 9 mL de medio de cultivo
(McCoy HyClone) con nutrientes (FBS). A continuacion, se introdujo en una centrifuga a 800 rcf durante
5 minutos a 21 °C. Tras centrifugarse, se eliminé el sobrenadante, quedando las células en el fondo del
tubo, las cuales se resuspendieron con 4 mL de medio de cultivo. Las células se introdujeron en una
placa de cultivo con 10 mL adicionales de medio de cultivo y se dejaron en el incubador a 37 °C en
atmosfera de diéxido de carbono al 5% durante 48h. De esta forma, se favorecié la replicacidon de
células con fin de obtener una cantidad adecuada para proceder a realizar los ensayos de viabilidad
celular. Las células que van creciendo sobre la superficie de la placa quedan pegadas a la misma; estas
se muestran en la Figura 40.
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FIGURA 40. Fotografia de las células SKBr-3 tomada por microscopio.

Para poder desanclar las células de la superficie de la placa, se utilizé tripsina-EDTA. La tripsina es una
enzima que realiza la funcién de romper enlaces peptidicos mediante hidrdlisis. Se quiere levantar las
células de la placa de cultivo para después transferirlas a un pozo Nunc Nunclon™ Surface transparente
de 96 pocillos (ver Figura 41), donde se realizara el ensayo de viabilidad celular. Para poder desanclar
las células, se procedié de la siguiente forma: primero se eliminé el medio de cultivo de la placa.
Seguidamente, se lavo con 5 mL de disolucién tampdn fosfato salino estéril (PBS), homogeneizando
para lavar bien la placa. A continuacién, se afiadieron 5 mL de tripsina, asegurandose que cubria toda
la superficie de la placa, y se dejoé incubar durante 5 minutos. Pasado ese tiempo, se comprobd en el
microscopio que todas las células se habian despegado de la superficie de la placa (en este punto, las
células tienen un aspecto circular, distinto al mostrado en la Figura 40, donde estan pegadas sobre la
superficie de la placa). Si se observa algunas células que aun no se ha despegado, se les ayuda con
pequenos golpes sobre la placa.

Una vez todas las células se despegaron de la superficie de la placa de cultivo, se afiadieron 5 mL del
medio de cultivo con el fin de desactivar la tripsina; para ello, se homogenizé bien la disolucién con el
medio. Seguidamente, con la ayuda de la pipeta electrdnica, se recogid todo el contenido de la placa
de cultivo y se dejé en un tubo Falcon de 15 mL, el cual se centrifugd durante 5 minutos a 800 rpm y
21 °C. Al finalizar la centrifugacidn, se retird el sobrenadante y se resuspendieron las células en 4 mL
de medio de cultivo. Para calcular la concentracion de las células, se realizé de forma manual mediante
el uso de un hemocitdmetro Neubauer (ver Figura 41). Para ello se pegé el cubreobjetos al
hemocitometro y se pipetearon 10 pL de la muestra de células por un lado de la placa del
hemocitometro. El hemocitdmetro Neubauer contiene una cuadricula que facilita el conteo del
numero de células depositadas en cada cuadrante, para asi calcular de forma aproximada el nimero
total de células que hay en los 4 mL en las que se resuspendieron.
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FIGURA 41. Camara de Neubauer (izquierda) y placa de 96 pocillos (derecha).

Una vez introducida la muestra dentro de la placa, con la ayuda del microscopio se conté el nimero
de células que se encontraban en el interior de cada cuadrante. La cuadricula del hemocitémetro
utilizado estd compuesta por cuatro cuadriculas, por lo que se contd el nimero de células en cada
cuadrante para realizar una media.

Tabla 6. Cantidad de células cultivadas medidas mediante un hemocitomero Neubauer.

Ndmero de células SKBr-3
CUADRANTE A 26
CUADRANTE B 27
CUADRANTE C 15
CUADRANTE D 37
Promedio 26,25

El promedio obtenido, en este caso de 26,25, se multiplica por 10% asi, la concentracién de células que
se obtuvo en los 4 mL de medio de cultivo fue de 26,25 x 10* células/mL. El ensayo de viabilidad celular
se debe realizar con una concentracion de células de 6-:10* células/mL. Para ello, una vez calculada la
concentracién de células, se calculd el volumen de medio que se tiene que afiadir para conseguir diluir
las células hasta la concentracidn necesaria (6-10* células/mL).

A continuacion, se procedid a sembrar las células en los pocillos de la placa Nunc Nunclon™. Para ello,
con la ayuda de una pipeta multicanal, se introdujeron 100 pL de células en los pocillos centrales de la
placa y PBS estéril en los pocillos de los exteriores. Finalmente, la placa de 96 pocillos se introdujo en
la incubadora durante 48 horas a 37 °C en una atmdsfera con un 5% de didxido de carbono.

Tras pasar las 48 horas, se eliminé el medio de cada pocillo con la ayuda de la pipeta multicanal y se le
realizaron dos lavados con 100 pL de PBS estéril. A continuacion, se afiadieron 50 uL de las disoluciones
de AuNR (~80 nM) por triplicado, asi como los controles positivos (estauroesporina; induce la muerte
celular) y negativos (medio de cultivo sin nutrientes; no dafia las células). La placa se dejé incubar
durante 3 horas en atmosfera de 5% de didxido de carbono a 37 °C. Pasado ese tiempo, se eliminaron
los 50 pL de muestra de cada pocillo y se volvieron a realizar dos lavados, el primero utilizando 100 pL
de medio de cultivo sin nutrientes y el segundo utilizando 100 pL de medio de cultivo con nutrientes.

Con el fin de estudiar el potencial de AuNRs en PTT, algunas células fueron irradiadas con el laser de
808 nm durante 5 min; para ello, y como ya se hizo con anterioridad, el laser se colocé a unos 20 cm
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de los pocillos a irradiar. Tras irradiar las muestras, las células fueron incubadas de nuevo durante 48
horas en atmosfera de 5% de didxido de carbono a 37 °C.

Finalmente, pasados los dos dias de incubacidn, se afiadié a cada pocillo 20 pL del reactivo CellTiter-
Blue®. Este reactivo interacciona con las células y tiene un color diferente dependiendo del estado de
éstas: si las células estdn vivas es de color rosa, mientras que si las células estan muertas es de un color
azul oscuro. Asi, tras afiadir el reactivo CellTiter-Blue®, se volvid a incubar la placa durante 4 horas en
una atmoésfera de CO, al 5% a 37 °C.

Tras la incubacién, se procedid a determinar la viabilidad celular: para ello, se utilizé6 un Lector
Multilabel EnVision ™ (Wallac) 2103 (Perkin Elmer). Asi, se midiod la emisién de cada pocillo a 590 nm
tras excitar a 560 nm. A partir de los valores obtenidos en cada pocillo, se tomé como referencia los
valores de los controles positivo y negativo, sino un 100% de viabilidad celular el resultado obtenido
en el control negativo y un 0 % el del control positivo, y en funcién de las intensidades obtenidas para
los pocillos conteniendo AuNRs, se hizo la media de las tres medidas y se sacd el porcentaje
correspondiente con su desviacién tipica. Los resultados obtenidos se muestran e la Figura 42.
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FIGURA 42. Tasa de supervivencia de células cancerosas SKBr-3.

Como se puede observar, la tasa de supervivencia de las células SKBr-3 es inferior al 40 % en todos los
casos estudiados. Conviene destacar que los AUNR conteniendo CTAB en la superficie son mucho mas
tdxicos que los funcionalizados con PEG y/o HSA. Respecto a estos ultimos, es importante mencionar
que la irradiacion de las células conteniendo estos AuNRs provoca una mayor muerte de las células
cancerosas, lo cual es un claro indicio de que la irradiacion a 808 nm provoca un aumento de
temperatura localizado que induce la muerte celular. Sin embargo, estos resultados no son del todo
satisfactorios ya que los AuNR funcionalizados con PEG y/o HSA ya inducen la muerte celular sin
necesidad de irradiar. El resultado mas satisfactorio seria disefiar AuNRs que no generaran dafio alguno
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a las células mientras que tras ser irradiados a 808 nm, generaran una importante muerte de células
cancerosas.

En general, si que se puede concluir la utilidad de los nanorods de oro para aplicarse en terapias
fototérmicas (PTT) para tratar de eliminar células tumorales. También el hecho de funcionalizar a los
nanorods con HSA a las cadenas de PEG provoca que aumente su biocompatibilidad sin causar tantos
dafios al organismo. De cualquier forma, convendria realizar experimentos adicionales con el fin de
confirmar los resultados obtenidos, ya que por medidas del Covid-19, sélo se pudo realizar un Unico
experimento de viabilidad celular.

3.6.ESTUDIOS FUTUROS

Las restricciones derivadas de la pandemia por el Covid-19 provocaron muchas limitaciones a la hora
de desarrollar este trabajo de fin de grado: acceso al laboratorio de investigacion del departamento
de quimica, acceso al laboratorio de cultivos celulares en el Instituto de Investigacién Sanitaria del
Hospital La fe, etc. Por lo tanto, se podrian realizar ciertas investigaciones adicionales que aportaran
mayor informacidn sobre los resultados obtenidos acerca de los nanorods de oro disefiados, asi como
de su posible uso en aplicaciones bioldgicas.

En primer lugar, convendria repetir los experimentos de viabilidad celular presentados en este TFG,
con el fin de estudiar la reproducibilidad de los resultados obtenidos. Ademads, seria interesante
estudiar la citotoxicidad de los AuUNR no sdélo en células cancerosas SKBr-3 sino en células sanas de
mama humana MCF-10A, con el fin de investigar el dafio que se puede generar en éstas ultimas. De
esta forma, se podrian disefiar nanomateriales no sélo con la proteina que se ha utilizado en este TFG
(la albumina sérica humana), sino con otras biomoléculas que puedan mejorar su biocompatibilidad y
selectividad en la interaccidn con células cancerosas, lo cual seria una situacién ideal.
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4. CONCLUSIONES
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4. CONCLUSIONES

v" Se han disefiado nanorods de oro de diferente tamafio empleando el método de crecimiento
con semillas, intentando optimizar el proceso de sintesis en funciéon de las necesidades
requeridas. Se ha observado que el tamafio de AuNRs varia en funcidn del tiempo que se dejan
las semillas de oro en reposo durante el proceso de sintesis.

v" Se han caracterizado las propiedades dpticas y estructurales de AuNRs de diverso tamafio
mediante espectroscopia de absorcidon UV-Vis y microscopia electrénica de transmision (TEM).
Algunos de los espectros de absorcién UV-Vis de los AuNRs presentan una banda de plasmén
transversal situada a una longitud de onda muy parecida, lo que indica que tienen un tamafio
parecido. Sin embargo, se han sintetizado AuNRs con la banda longitudinal de plasmdn situada
a longitudes de onda mayores, lo cual indica que poseen una longitud mayor. Finalmente, con
la ayuda de las imagenes TEM, se ha podido observar las diferentes formas de las
nanoparticulas obtenidas y se ha podido medir sus dimensiones.

v Lairradiacion de los AuNRs con un laser pulsado de 532 nm y un ldser continuo de 808 nm ha
permitido estudiar las propiedades fototérmicas de los distintos AuNRs. Se ha observado que
todos los irradiados a 808 nm producen un aumento de la temperatura que varia ligeramente
en funcion del tamafio de AuNR, siendo superior para el nanorod de mayor longitud (con la
banda de plasmdn cercana a 800 nm). Cuando los mismo AuNRs se irradian a una longitud de
onda de 532 nm, también se produce un aumento de la temperatura ligeramente inferior que
el conseguido a 808 nm, sin observarse diferencias significativas entre los distintos AuNR.
Ademas, a 532 nm, se produce la fragmentacion de los AuNRs convirtiéndolos en
nanoparticulas esféricas. Por lo tanto, los AuNRs cuya banda longitudinal de plasmén se situa
mas cerca del infrarrojo, aportan mayores beneficios para aplicaciones fototérmicas (PTT) ya
que permite utilizar un laser de menor energia que no genere cambios significativos en la
estructura del nanomaterial, ademas de provocar un menor dafio a los tejidos del organismo.

v" Se ha conseguido funcionalizar los AuNRs con polietilenglicol. De esta forma, se han sustituido
las cadenas de CTAB (altamente téxico) por las cadenas polipeptidicas de PEG, mejorando la
biocompatibilidad de los AuNRs para su posible uso en aplicaciones biolégicas. Adema3s, se ha
conseguido unir covalentemente la proteina albdimina sérica humana (HSA) a la superficie de
los AuNRs a través de las cadenas de PEG, lo que también ha mejorado su biocompatibilidad.

v" Por ltimo, se ha estudiado la viabilidad celular de los AuNRs sintetizados en células cancerosas
de mama humana SKBr-3 mediante el ensayo de citotoxicidad con CellTiter Blue®. A pesar de
gue convendria realizar experimentos adicionales que confirmen los resultados obtenidos, se
ha observado que la citotoxicidad de los AuNRs aumenta cuando son irradiados. Se puede
afirmar que los AuNRs con CTAB como agente estructurante son mucho mas téxicos que
cuando contienen cadenas de PEG ancladas a la superficie. Ademas, el hecho de funcionalizar
los AuNRs con HSA vy flurbiprofeno-etilado a las cadenas de PEG provoca que aumente su
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biocompatibilidad sin causar tantos dafios al organismo. En funcién de los resultados
obtenidos, como trabajo futuro buscar otros biomarcadores (otro tipo de proteinas, vitaminas,
farmacos, cadenas polipeptidicas, etc.) para aumentar la biocompatibilidad sin generar dafio
alguno a la célula cancerosa, para asi generarlo exclusivamente por la aplicacion de luz visible-
IR.

68



Disefio de nhanorods de oro con farmacos fotoactivos para estudios de citotoxicidad celular

5. BIBLIOGRAFIA

69



Disefio de nhanorods de oro con farmacos fotoactivos para estudios de citotoxicidad celular

70



Disefio de nhanorods de oro con farmacos fotoactivos para estudios de citotoxicidad celular

5. BIBLIOGRAFIA

[1]

(2]

3]

[4]

[5]

6]

[7]

(8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

S. Bayda, M. Adeel, T. Tuccinardi, M. Cordani, and F. Rizzolio, “The history of nanoscience and
nanotechnology: From chemical-physical applications to nanomedicine,” Molecules, vol. 25,
no. 1, pp. 1-15, 2020, doi: 10.3390/molecules25010112.

A. Santamaria, “Historical overview of nanotechnology and nanotoxicology,” Methods Mol.
Biol., vol. 926, pp. 1-12, 2012, doi: 10.1007/978-1-62703-2-1_1.

J. Jeevanandam, A. Barhoum, Y. S. Chan, A. Dufresne, and M. K. Danquah, “Review on
nanoparticles and nanostructured materials: History, sources, toxicity and regulations,”
Beilstein J. Nanotechnol., vol. 9, no. 1, pp. 1050-1074, 2018, doi: 10.3762/bjnano.9.98.

“Roberto Aula Mentor Multimedia y WEB 2.0: Nanomateriales.”
http://robmentorweb2.blogspot.com/2012/08/nanomateriales.html (accessed Sep. 01,
2021).

A Dowling et al., “Nanoscience and nanotechnologies : opportunities and uncertainties,”
London R. Soc. R. Acad. Eng. Rep., vol. 46, no. July, pp. 618—618, 2004, doi: 10.1007/s00234-
004-1255-6.

T. D. Tetley, “Health effects of nanomaterials,” Biochem. Soc. Trans., vol. 35, no. 3, pp. 527—-
531, 2007, doi: 10.1042/BST0350527.

J. Aizpurua, R. Esteban, P. Alonso-gonzélez, and R. Hillenbrand, “Nanodptica : controlando la
luz en la nanoescala,” CicNetwork, 2015, [Online]. Available:
https://digital.csic.es/bitstream/10261/137321/1/P4ginasCN15.pdf.

G. A. Ojeda, A. M. Arias Gorman, and S. C. Sgroppo, “Nanotecnologia y su aplicacién en
alimentos Nanotechnology and its applications in food,” Mundo Nano, vol. 12, no. 23, pp. 89—
102, 2019, [Online]. Available: http://www.scielo.org.mx/pdf/mn/v12n23/2448-5691-mn-12-
23-7.pdf.

M. Ramos and C. Castillo, “Aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas magnéticas,” Ide@s
CONCYTEG, vol. 6, no. 72, 2011.

“Cancer.” https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/cancer (accessed Jul. 30,
2021).

X. Huang, P. K. Jain, I. H. El-Sayed, and M. A. El-Sayed, “Plasmonic photothermal therapy
(PPTT) using gold nanoparticles,” Lasers Med. Sci., vol. 23, no. 3, pp. 217-228, 2008, doi:
10.1007/s10103-007-0470-x.

J. Cao, T. Sun, and K. T. V. Grattan, “Gold nanorod-based localized surface plasmon resonance
biosensors: A review,” Sensors Actuators, B Chem., vol. 195, pp. 332—-351, 2014, doi:
10.1016/j.snb.2014.01.056.

A. M. Osorio Anaya, J. J. Manrique Fajardo, and O. Cornejo Sanchez, “Estudio Tedrico Del
Plasmon En Nanoesferas De Oro,” Rev. la Soc. Quimica del Perd, vol. 85, no. 4, pp. 432-439,
2019, doi: 10.37761/rsqp.v85i4.257.

J. B. Vines, J. H. Yoon, N. E. Ryu, D. J. Lim, and H. Park, “Gold nanoparticles for photothermal
cancer therapy,” Front. Chem., vol. 7, no. APR, pp. 1-16, 2019, doi:
10.3389/fchem.2019.00167.

H. Chen, L. Shao, Q. Li, and J. Wang, “Gold nanorods and their plasmonic properties,” Chem.
Soc. Rev., vol. 42, no. 7, pp. 2679-2724, 2013, doi: 10.1039/c2cs35367a.

71



[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

Disefio de nhanorods de oro con farmacos fotoactivos para estudios de citotoxicidad celular

“Standard Gold Nanoparticles | Cytodiagnostics Inc.”
https://www.cytodiagnostics.com/collections/standard-gold-nanoparticles (accessed Jul. 31,
2021).

X. Huang and M. A. El-Sayed, “Plasmonic photo-thermal therapy (PPTT),” Alexandria J. Med.,
vol. 47, no. 1, pp. 1-9, 2011, doi: 10.1016/j.ajme.2011.01.001.

Z. AU - Kereselidze, V. H. AU - Romero, X. G. AU - Peralta, and F. AU - Santamaria, “Gold
Nanostar Synthesis with a Silver Seed Mediated Growth Method,” JoVE, no. 59, p. e3570,
2012, doi: doi:10.3791/3570.

P. Zhao, N. Li, and D. Astruc, “State of the art in gold nanoparticle synthesis,” Coord. Chem.
Rev., vol. 257, no. 3-4, pp. 638-665, 2013, doi: 10.1016/j.ccr.2012.09.002.

“Nanoparticulas de oro: procesos fotoinducidos y estudios de transferencia de fase
SALVADOR POCOVI MARTINEZ,” 2013.

J. Pérez-Juste, |. Pastoriza-Santos, L. M. Liz-Marzan, and P. Mulvaney, “Gold nanorods:
Synthesis, characterization and applications,” Coord. Chem. Rev., vol. 249, no. 17-18 SPEC.
ISS., pp. 1870-1901, 2005, doi: 10.1016/j.ccr.2005.01.030.

“Anodizacién.” https://www.quimica.es/enciclopedia/Anodizacién.html (accessed Aug. 03,
2021).

A. Gole and C. J. Murphy, “Seed-mediated synthesis of gold nanorods: Role of the size and
nature of the seed,” Chem. Mater., vol. 16, no. 19, pp. 3633-3640, 2004, doi:
10.1021/cm0492336.

K. Liu et al., “Biocompatible gold nanorods: One-step surface functionalization, highly colloidal
stability, and low cytotoxicity,” Langmuir, vol. 31, no. 17, pp. 4973-4980, 2015, doi:
10.1021/acs.langmuir.5b00666.

S. Link and M. A. El-Sayed, “Spectral Properties and Relaxation Dynamics of Surface Plasmon
Electronic Oscillations in Gold and Silver Nanodots and Nanorods,” J. Phys. Chem. B, vol. 103,
no. 40, pp. 8410-8426, 1999, doi: 10.1021/jp9917648.

M. C. Jiménez, M. A. Miranda, R. Tormos, and |. Vayd, “Characterisation of the lowest singlet
and triplet excited states of S-flurbiprofen,” Photochem. Photobiol. Sci., vol. 3, no. 11-12, pp.
1038-1041, 2004, doi: 10.1039/b408530b.

72



Disefio de nhanorods de oro con farmacos fotoactivos para estudios de citotoxicidad celular

6. ANEXOS

73



Disefio de nhanorods de oro con farmacos fotoactivos para estudios de citotoxicidad celular

74



Disefio de nhanorods de oro con farmacos fotoactivos para estudios de citotoxicidad celular

6. ANEXOS

6.1.ANEXO I: FICHAS DE SEGURIDAD DE LOS REACTIVOS

En este apartado, se muestran los aspectos de seguridad de todos los reactivos empleados en la
sintesis y funcionalizacidn de los nanorods de oro para trabajar con ellos de forma segura.

Acido tetraclorodurico(lll) trihidrato

» Forma molecular: HAuCl; x 3H,0
» Identificacion de la sustancia segun el Reglamento (CE) no 1272/2008:
CLASIFICACION:
Toxicidad aguda Categoria 4

o Lesién ocular grave/irritacion ocular Categoria 1
o Sensibilizante respiratorio Categoria 1
o Corrosién o irritacion cutaneas Categoria 1B

PALABRA DE ADVERTENCIA: Peligro.

ELEMENTOS DE LA ETIQUETA:
o Pictogramas

fap

o Indicaciones de peligro
- H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.
- H317 Puede provocar una reaccién alérgica en la piel.

o Consejos de prudencia
Consejos de prudencia — prevencion

- P260 No respirar el polvo.
- P280 Llevar guantes/gafas de proteccion.
Consejos de prudencia — respuesta

- P302+P352 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: lavar con abundante
agua.

- P305+P351+P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: aclarar
cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las lentes de
contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.

- P310 Llamarinmediatamente a un CENTRO DE Toxicéloga/médico.
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Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB)

» Forma molecular: CioH42BrN

» Identificacion de la sustancia seguin el Reglamento (CE) no 1272/2008:
CLASIFICACION:

PELIGRO ACUATICO A LARGO PLAZO Categoria 1

Lesion ocular grave/irritacion ocular Categoria 1

PELIGRO ACUATICO AGUDO Categoria 1

Toxicidad aguda Categoria 4

Corrosion o irritacion cutaneas Categoria 2

0 O O O O

Toxicidad especifica para determinados 6rganos Categoria 3

PALABRA DE ADVERTENCIA: Peligro.

ELEMENTOS DE LA ETIQUETA:
o Pictogramas

GHS05, GHS07, " é
GHS08, GHS09

o Indicaciones de peligro
- H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.

- H317 Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.

o Consejos de prudencia
Consejos de prudencia - prevencion
- P260 No respirar el polvo.
- P280 Llevar guantes/gafas de proteccion.

Consejos de prudencia - respuesta

- P302+P352 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: lavar con abundante
agua.

- P305+P351+P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: aclarar
cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las lentes de
contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.

- P310 Llamar inmediatamente a un CENTRO DE Toxicdloga/médico.

- P391 Recoger el vertido.

Borohidruro de sodio

» Forma molecular: NaBH4
> Identificacion de la sustancia segn el Reglamento (CE) no 1272/2008:
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CLASIFICACION:

o

o O O O

Toxicidad aguda Categoria 3.

Lesion ocular grave/irritacion ocular Categoria 1.

Toxicidad para la reproduccién Categoria 1B.

Corrosién o irritacién cutaneas Categoria 1C.

Sustancia que, en contacto con el agua, desprende gases inflamables Categoria 1.

PALABRA DE ADVERTENCIA: Peligro.

ELEMENTOS DE LA ETIQUETA:

O
GHS502, GHS05,

GHS06, GHS08

O

©)

Pictogramas

SHOBO®

Indicaciones de peligro

H260 En contacto con el agua desprende gases inflamables que pueden
inflamarse espontdneamente.

H301 Téxico en caso de ingestion-

H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves
H332 Nocivo en caso de inhalacidn.

H360FD Puede perjudicar a la fertilidad. Puede dafiar al feto (en caso de
exposicion).

Consejos de prudencia

Consejos de prudencia - prevencién

P280 Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.

Consejos de prudencia - respuesta

P301+P330+P331 EN CASO DE INGESTION: Enjuagar la boca. NO
provocar el vomito.

P302+P352 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con abundante
agua.

P305+P351+P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Enjuagar con
agua cuidadosamente durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto
cuando estén presentes y pueda hacerse con facilidad. Proseguir con el
lavado.

P310 Llamar inmediatamente a un CENTRO DE toxicologia/médico.
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Nitrato de plata

» Forma molecular: AgNOs

» Identificacion de la sustancia seguin el Reglamento (CE) no 1272/2008:

CLASIFICACION:

Sélido comburente Categoria 2

0 O O O O

Sustancias y mezclas corrosivas Categoria 1
Corrosién o irritacién cutaneas Categoria 1B
Lesidn ocular grave/irritacion ocular Categoria 1
PELIGRO ACUATICO AGUDO Categoria 1
PELIGRO ACUATICO A LARGO PLAZO Categoria 1

PALABRA DE ADVERTENCIA: Peligro.

ELEMENTOS DE LA ETIQUETA:

o Pictogramas

GHS03, GHSO05, 6
GHS09

o Indicaciones de peligro

- H272 Puede agravar un incendio; comburente

- H290 Puede ser corrosivo para los metales

- H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves

- H410 Muy téxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos
duraderos.

o Consejos de prudencia

Consejos de prudencia - prevencion

- P273
- P280

Evitar su liberacion al medio ambiente.
Llevar guantes/gafas de proteccidn.

Consejos de prudencia - respuesta
- P303+P361+P353 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo): Quitar
inmediatamente toda la ropa contaminada. Enjuagar la piel con agua [o

ducharse].
- P305+P351+P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Enjuagar con agua
cuidadosamente durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto cuando

estén presentes y pueda hacerse con facilidad. Proseguir con el lavado.

- P310

Llamar inmediatamente a un CENTRO DE toxicologia/médico.
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Acido ascérbico

» Forma molecular: C¢HsOs
» Identificacion de la sustancia segun el Reglamento (CE) no 1272/2008:
CLASIFICACION:
Esta sustancia no reune los criterios para ser clasificada conforme al Reglamento no
1272/2008/CE.
PALABRA DE ADVERTENCIA: No es necesario.
ELEMENTOS DE LA ETIQUETA: No es necesario
Tween 20
» Forma molecular: CsgH114026
» Identificacion de la sustancia segun el Reglamento (CE) no 1272/2008:
CLASIFICACION:
Esta sustancia no reune los criterios para ser clasificada conforme al Reglamento no
1272/2008/CE.
PALABRA DE ADVERTENCIA: No es necesario.
ELEMENTOS DE LA ETIQUETA: No es necesario
BSPP
» Forma molecular: C1gH13K,06PS; - 2H,0
> Identificacion de la sustancia seglin el Reglamento (CE) no 1272/2008:

CLASIFICACION:
o lrritacion cutdnea Categoria 2
o lrritacion ocular Categoria 2
o Toxicidad especifica en determinados érganos - exposicidn Unica Categoria 3

PALABRA DE ADVERTENCIA: Atencidn.

ELEMENTOS DE LA ETIQUETA:
o Pictogramas
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o Indicaciones de peligro
- H315 Provoca irritacion cutanea.
- H319 Provoca irritacidn ocular grave.
- H335 Puede irritar las vias respiratorias.

o Consejos de prudencia
- P261 Evitar respirar el polvo.
- P305+P351+P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Enjuagar con agua
cuidadosamente durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto cuando
estén presentes y pueda hacerse con facilidad. Proseguir con el lavado.

Polietilenglicol (PEG)

» Forma molecular: H{OCH,CH;),SH
» Identificacion de la sustancia seguin el Reglamento (CE) no 1272/2008:

CLASIFICACION:
Esta sustancia no reune los criterios para ser clasificada conforme al Reglamento no

1272/2008/CE.

PALABRA DE ADVERTENCIA: No es necesario.

ELEMENTOS DE LA ETIQUETA: No es necesario

Cloruro de sodio (NaCl)
» Forma molecular: NaCl

» Identificacion de la sustancia seguin el Reglamento (CE) no 1272/2008:

CLASIFICACION:
Esta sustancia no reune los criterios para ser clasificada conforme al Reglamento no

1272/2008/CE.

PALABRA DE ADVERTENCIA: No es necesario.

ELEMENTOS DE LA ETIQUETA: No es necesario

80



Disefio de nhanorods de oro con farmacos fotoactivos para estudios de citotoxicidad celular

6.2.ANEXO II: EQUIPOS INSTRUMENTALES

ESPECTROFOTOMETRO

El espectrofotémetro Ultravioleta-Visible (UV-vis) es un equipo capaz de realizar un espectro UV-
Visible, irradiando fotones con una longitud de onda de las regiones ultravioleta y visible del espectro
electromagnético. Un espectro UV-Visible es una medida grafica de la cantidad de fotones de una
longitud de onda determinada que una muestra absorbe.

Un espectrofotémetro contiene un monocromador que selecciona los fotones procedentes de una
fuente de luz; asi, en cada instante, la muestra es irradiada con luz de una longitud de onda
determinada. El espectrofotdmetro utilizado para registrar los espectros de absorcién UV-vis es del
modelo V-650 de la casa JASCO (ver Figura 43). Este equipo tiene un rango de medida que abarca
longitudes de onda entre 190 nm hasta 1100 nm, con una velocidad de escaneo que puede alcanzar
los 8000 nm/min.

FIGURA 43. Fotografia del espectrofotometro de absorcién UV-vis utilizado durante la ejecucion del
proyecto.

MICROSCOPIO DE TRASMISION ELECTRONICA

El microscopio electrénico de transmision (TEM) es un instrumento que irradia un haz de electrones
debidamente acelerados sobre una muestra delgada bien preparada. Cuando los electrones colisionan
sobre la muestra, parte de estos atraviesan la muestra y otra parte son desviados. Todos los electrones
son modulados y conducidos por lentes para dar lugar a una imagen. La imagen TEM es de distintas
intensidades de gris, dependiendo del grado de dispersidén de los electrones incidentes. Esta imagen
aporta informacion de la estructura de la muestra. Cuando la muestra es cristalina (como es el caso de
los AuNRs), en imagen TEM se observa la orientacién de los planos cristalinos. El microscopio TEM
utilizado se observa en la Figura 44 (equipo del Servicio de Microscopia de la UPV).
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FIGURA 44. Fotografia del equipo TEM utilizado durante la ejecucion del proyecto.

LASER CONTINUO DE 808 nm

El ldser que aparece en la Figura 45 es el utilizado para irradiar los AuNRs a una longitud de onda de
808 nm con una potencia de 700 mW.
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FIGURA 45. Fotografia del Iaser continuo de 808 nm utilizado durante la ejecucion del proyecto.

LASER PULSADO A 532 nm

El laser que aparece en la Figura 46 es el laser pulsado (40 mJ, 10 pulsos/segundo) utilizado para
irradiar los AuNRs a una longitud de onda de 532 nm.

B ]
v - == -

FIGURA 46. Fotografia del laser pulsado de 532 nm utilizado durante la ejecucion del proyecto.
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DOCUMENTO I
PRESUPUESTO
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1. INTRODUCCION

En este apartado se presenta el documento del presupuesto con el objetivo de conocer el coste total
de ejecucidn de este trabajo. El presupuesto se ha fraccionado en dos partidas: la primera partida es
la sintesis y caracterizacion de los distintos AuNRs funcionalizados con PEG, HSA y flurbiprofeno-
etilado, y la segunda partida para el estudio celular a través de ensayos de citotoxicidad de los
nanorods con lineas celulares SKBr-3.

El presupuesto total incluye el coste de los instrumentos, materiales y recursos humando que se han
utilizado en cada partida. Por lo tanto, cada partida se desglosard en cuatro apartados: reactivos,
materiales, instrumentalizacidn y recursos humanos.

Los precios de los materiales de laboratorio utilizados fueron sacados de las paginas webs comerciales
de la marca Fisher Scientific, Labbox. Se ha utilizado el precio unitario de cada material, de modo que
si el precio que aparecia en la web era por un lote se ha dividido el precio del lote por el nimero de
unidades de cada lote para conseguir el precio unitario de cada material. Para conocer el precio de los
reactivos y disolventes se ha empleado la casa comercial Sigma-Aldrich.

La instrumentalizacién utilizada en proyecto se puede separar en dos bloques: instrumentalizacién no
analitica e instrumentalizacién analitica. En ambos casos, para calcular el precio por hora que conlleva
emplear los equipos necesarios, se ha considerado un tiempo de amortizacién de 10 aios para todos
los equipos empleados, con 180 dias habiles por afo y 8 horas trabajadas por afo. El coste por hora
de uso se calcula aplicado la Ecuacion 1

Coste equipo (€) _ Coste equipo (€) _ Coste equipo (€) (Ecuacio'n 1)
Tiempo de amortizacién (h) T 10x180x8 h) B 14400 (h)

Coste por hora de uso (€) =

A excepcion del servicio de microscopia electrénica se ha considerado el precio de las tarifas de servicio
que se encuentran en la pagina web de la Universidad Politécnica de Valencia.

87



Disefio de nhanorods de oro con farmacos fotoactivos para estudios de citotoxicidad celular

2. PRESUPUESTO DE EJECUCION MATERIAL

El presupuesto de ejecucion material como se ha dicho anteriormente estd dividido en dos
presupuestos parciales. Ademas, se ha aplicado un porcentaje de costes directos igual al 2%,
correspondiente a los costes dificiles de identificar.

2.1 PARTIDA |: PRESUPUESTO PARCIAL DE LA SINTESIS Y FUNCIONALIZACION DE
LOS AuUNRs

Tabla 7. Importe total (en €) de la mano de obra empleada en la Partida |.

MANO DE OBRA

Unidad Descripcion Cantidad Precio unitario (€/ud) Importe (€)

h Tutor experimental 120 20,00 2400,00

h Técnico de laboratorio 150 18,00 2700,00

h Graduado en Ingenieria quimica 250 9,00 2250,00

% Costes Directos Complementarios 2 7350,00 147,00
Importe total de mano de obra (€) 7497,00

Tabla 8. Importe total (en €) del material empleado en la Partida |.

MATERIALES
Unidad Descripcion Cantidad | Precio unitario (€/ud) | Importe (€)
ud Guantes desechables de nitirlio (200ud) 1 32,00 32,00
ud Pipeta Pasteur de vidrio (250ud) 1 9,97 9,97
ud Varilla magnética para agitacién (10ud) 1 9,61 9,61
Microespatula con cuchara de acero
ud inoxidable (5ud) 2 39,18 78,36
ud Puntas para pipeta 5000 pL (250ud) 0,5 25,11 12,56
ud Puntas para pipeta 1000 uL (96ud) 1 5,06 5,06
ud Puntas para pipeta 200 L (96ud) 1 4,02 4,02
ud Puntas para pipeta 20pL (96ud) 1 4,02 4,02
ud Soporte de pie tripode 3 14,43 43,29
Pinza de sujecion de tres dedos de doble
ud ajuste con nuez 3 13,16 39,48
ud Pinza de sujecion universal 2 15,01 30,02
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ud Nuez doble, tipo fisher (4ud) 1 13,18 13,18

ud Portacubetas de polietileno 1 2,31 2,31
Cubeta de cuarzo de 3,5 mL de capacidad con

ud tapa (2ud) 2 231,84 463,68
Cubeta de cuarzo de 1,4 mL de capacidad con

ud tapa (2ud) 2 169,06 338,12

ud Matraz Erlenmeyer esmerilado de 50 mL 1 3,02 3,02

ud Matraz Erlenmeyer esmerilado de 100 mL 2 3,27 6,54
Matraz esférico esmérilado fondo redondo

ud 50mL 4 4,20 16,80
Matraz esférico esmérilado fondo redondo

ud 100 mL 2 4,59 9,18

ud Probeta graduada base hexagonal de 100 mL 2 4,00 8,00
Micropipeta de volumen variable de 2uL a

ud 20uL 1 246,00 246,00
Micropipeta de volumen variable de 20uL a

ud 100uL 1 246,00 246,00
Micropipeta de volumen variable de 100uL a

ud 1000pL 1 246,00 246,00
Micropipeta de volumen variable de 1000pL a

ud 5000pL 1 263,00 263,00

ud Soporte de corcho para balones de 50 mL 4 4,89 19,56

ud Soporte de corcho para balones de 100 mL 2 8,11 16,22
Jeringa esteril con deslizamiento Luer de 10mL

ud (100ud) 0,3 44,15 13,25

ud Aguja hipodinamica (100ud) 0,3 6,20 1,86

ud Tapdn de plastico para esmerilados (10ud) 1 6,59 6,59

ud Vial de vidrio transparente de 6 mL (306ud) 0,4 38,99 15,60

ud Vial de vidrio transparente de 20 mL (100ud) 1 88,46 88,46

ud Vial de vidrio de 40 mL (72ud) 1 130,08 130,08

Ud Eppendorf de 1,5 mL (500ud) 1 15,62 15,62

ud Gradilla universal para tubos centrifuga 1 14,43 14,43
Tubos coénicos para centrifuga Falcon™ de 50

ud mL (500ud) 0,5 201,45 100,73
Recuperador de varillas magenticas de

ud agitacion 1 16,58 16,58

ud Filtros de jeringa de PTFE de 0.2 um (100ud) 0,5 185,00 92,50

% Costes Directos Complementarios 2 2569,18 51,38

Importe total de los materiales (€) 2713,06

89



Disefio de nhanorods de oro con farmacos fotoactivos para estudios de citotoxicidad celular

Tabla 9. Importe total (en €) de reactivos quimicos empleados en la Partida |.

REACTIVOS
Unidad Descripcion Cantidad | Precio unitario (€/ud) Importe (€)
g CTAB 5 0,49 2,45
g HAuCl4 0,1 157,07 15,71
g NaBH4 0,05 1,66 0,08
g AgNO3 0,002 7,34 0,01
g C6H806 0,02 0,25 0,01
mL Tween 20 0,5 0,70 0,35
g BSPP 0,05 240,00 12,00
g Polietilenglicol 0,02 364,40 7,29
g NaCl 3 0,89 2,67
g AlbUmina sérica humana 0,003 140000,00 420,00
% Costes Directos Complementarios 2 460,57 9,21
Importe total de reactivos (€) 469,78

Tabla 10. Importe total (en €) de la instrumentacion no analitica empleada en la Partida |.

INSTRUMENTACION NO ANALITICA
Coste del equipo | Precio unitario

Unidad Descripcion Cantidad (€) (€/ud) Importe (€)

h Termdmetro electrénico 1 234 0,02 0,02
Centrifugadora de velocidad
de giro maximo de 14000

h rpm 4 5394 0,37 1,50

h Centrifugadora de Eppendorf 3 5218 0,36 1,09
Laser continuo de 808nm,

h 700 mW 1 615 0,04 0,04
Laser pulsado a 532 nm, 40

h mJ, 10pulsos/segundo 1 730 0,05 0,05
Costes Directos

% Complementarios 2 - 2,70 0,05

Importe total de la Instrumentacién no analitica (€) 2,75
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Tabla 11. Importe total (en €) de la instrumentacion analitica empleada en la Partida |I.

INSTRUMENTACION ANALITICA
Coste del Precio unitario | Importe
Unidad Descripcion Cantidad equipo (€) (€/ud) (€)
h Espectrofotometro UV-Visible 10 6000 0,42 4,17
h Placa con agitador magnético 80 1195 0,08 6,64
Balanza analitica con resolucién
h 0,01mg 24 3950 0,27 6,58
Servicio de microscopia electrénica
€/h de transmision 200 kV 2 - 135,00 270,00
% Costes Directos Complementarios 2 - 287,39 5,75
Importe total de la Instrumentacién no analitica (€) 293,14

Tabla 12. Presupuesto parcial de la Partida |.

Importe total de reactivos (€) 469,78

Importe total de mano de obra (€) 7497,00
Importe total de los materiales (€) 2713,06
Importe total de la Instrumentacion no analitica (€) 2,75
Importe total de la Instrumentacidn no analitica (€) 293,14
Presupuesto parcial Partida I (€) 10975,73

2.2 PARTIDA Il: PRESUPUESTO PARCIAL DEL ESTUDIO CELULAR DE LOS AUNRs
CON LINEAS CELULARES SKBR-3.

Tabla 13. Importe total (en €) de la mano de obra empleada en la Partida |l.

MANO DE OBRA
Unidad Descripcion Cantidad Precio unitario (€/ud) Importe (€)

h Tutor experimental 24 20,00 480,00

h Técnico de laboratorio 20 18,00 360,00

h Graduado en Ingenieria quimica 15 9,00 135,00

Costes Directos

% Complementarios 2 975,00 19,50

Importe total de mano de obra (€) 994,50
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Tabla 14. Importe total (en €) del material empleado en la Partida Il.

MATERIALES
Precio unitario Importe
Unidad Descripcion Cantidad (€/ud) (€)
ud Bata de laboratorio 1 16,48 16,48
ud Camara de recuento Neubauer 1 88,15 88,15
ud Eppendorf estéril de 1,5 mL (50 ud) 0,2 53,70 10,74
ud Pipeta multicanal TACTA 1 616,72 616,72
ud Pipeta electroénica 410,00 410,00
ud Placa estéril de 96 pocillos 1 167,00 167,00
ud Matraz de cultivo celular estéril 1 123,50 123,50
ud Depdsitos de reactivos desechables (100 ud) 0,25 367,60 91,90
ud Filtro estéril de tamafo de poro 0,22 um 237,00 237,00
ud Jeringa estéril de 2 mL 1 10,00 10,00
ud Jeringa estéril de 5 mL 1 10,00 10,00
Punta de plastico estéril para micropipeta de
ud 20 a 100 pL 1 116,00 116,00
Punta de plastico estéril para pipeta de 2 a 20
ud pL 1 116,00 116,00
% Costes Directos Complementarios 2 2013,49 40,27
Importe total de los materiales (€) 2053,76
Tabla 15. Importe total (en €) de reactivos quimicos empleados en la Partida Il.
REACTIVOS
Unidad Descripcion Cantidad | Precio unitario (€/ud) | Importe (€)
ud PBS 115,00 115,00
ud Linea celular SKBr-3 1 375,00 375,00
ud CellTiter Blue 1 395,00 395,00
L Etanol 8 13,38 107,04
Ud Medio de cultivo HyClone McCoy's 5A 2 19,00 38,00
ud Medio de cultivo MEGM BulletKit CC-3151 2 193,00 386,00
ud Tripsina EDTA 0,25% 2 16,00 32,00
ud Tripsina EDTA 0,05% p 12,00 24,00
% Costes Directos Complementarios 2 1472,04 29,44
Importe total de reactivos (€) 1501,48
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Tabla 16. Importe total (en €) de la instrumentacion no analitica empleada en la Partida .

INSTRUMENTACION NO ANALITICA

Coste del equipo | Precio unitario | Importe

Unidad Descripcion Cantidad (€) (€/ud) (€)
h Incubador 336 12000,00 0,83 280,00
Fotorreactor multilampara 8 5000,00 0,35 2,78
h Microscopio 2 4000,00 0,28 0,56
h Bafio termostatado 6 300,00 0,02 0,13

Costes Directos

% Complementarios 2 - 283,46 5,67
Importe total de la Instrumentacién no analitica (€) 289,13

Tabla 17. Importe total (en €) de la instrumentacion analitica empleada en la Partida .

INSTRUMENTACION ANALITICA

Coste del equipo | Precio unitario Importe
Unidad Descripcion Cantidad (€) (€/ud) (€)
h Lector de placas 8 35000,00 2,43 19,44
Costes Directos
% Complementarios 2 - 19,44 0,39
Importe total de la Instrumentacién no analitica (€) 19,83
Tabla 18. Presupuesto parcial de la Partida Il.

Importe total de reactivos (€) 1501,48

Importe total de mano de obra (€) 994,50

Importe total de los materiales (€) 2053,76

Importe total de la Instrumentacién no analitica (€) 289,13

Importe total de la Instrumentacidn no analitica (€) 19,83

Presupuesto parcial Partida Il (€) 4858,70
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Tabla 19. Presupuesto de ejecucion material.

Presupuesto parcial Partida | (€) 10975,73
Presupuesto parcial Partida Il (€) 4858,70
Presupuesto de ejecucion material (€) 15834,43
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3. PRESUPUESTO BASE DE LICITACION

Para calcular el presupuesto base de licitacién del proyecto, una vez obtenido el presupuesto ejecucion

material (PEM), se aplica una seria de porcentajes. Primero se incluye los gastos generales (GG)que

engloba los costes de mantenimiento y eléctricos, los GG corresponden un 15% del presupuesto de

ejecucién material. Seguidamente se aplica el benéfico industrial (Bl), que corresponde el 6% del

presupuesto de ejecucién material. Con la suma del PEM, GG y Bl se obtiene el presupuesto de

ejecucion por contrata (PEC). Para finalizar se aplica sobre el PEC el 21% de |.V.A. para conseguir el

presupuesto base de licitacién.

Tabla 20. Presupuesto base de licitacion.

Presupuesto de ejecucion material (€) 15834,43
Gastos generales (GG) 15% 2375,16
Beneficio industrial (BI) 6% 950,07

Presupuesto de ejecucion por contrata (PEC) 19159,66
Impuesto Valor Aiadido (IVA) 21% 4023,53
Presupuesto base de licitacion 23183,19

El presupuesto base de licitacidn del proyecto asciende a VEINTE Y TRES MIL CIENTO OCHENTA Y TRES

CON DIECINUEVE CENTIMOS.
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