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RESUMEN

En México, el cancer cervicouterino es el segundo cancer de mayor incidencia en mujeres
después del cancer de mama. Su diagndstico se realiza por estudios de patologia que dependen
de la experiencia y habilidad del pat6logo, asi como el grado de transformacion lo suficientemente
avanzado para detectarse por cambios morfolégicos a nivel celular. La espectroscopia Raman,
ofrece una nueva posibilidad como herramienta diagnéstica capaz de detectar cambios
fenotipicos a nivel molecular. Una muestra tan compleja como las de origen biolégico, implica la
dificultad para establecer su huella molecular y sus alteraciones. La solucién a este problema es
aplicar la espectroscopia Raman de superficie mejorada (SERS) para resolver y amplificar las
multiples sefiales presentes en el espectro. En este trabajo se logro la sintesis de nanoparticulas
de plata (AgNPs) esféricas de 11.5 nm de diametro con una resonancia del plasmén de superficie
localizado caracteristico de estas, donde el efecto del &cido mercaptopropiénico indujo la
resonancia colectiva debido a la generacién de cumulos. Se determiné que la mejor condicion
inductora de SERS para el aumento y resolucién del espectro Raman de la linea celular tumoral,
HeLa®, fue la quimioadsorcién a pH 12 a la concentracion final de 0.01 mM de MPA. El impacto
del incremento en las bandas del espectro Raman en las regiones correspondientes a lipidos y

acidos nucleicos estan altamente relacionadas con la diferenciacion de los estadios del cancer.

Por lo tanto y debido al modelo utilizado, este estudio podria beneficiar a la deteccién oportuna

de lesiones escamosas intraepiteliales de bajo y alto grado de cérvix.
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INTRODUCCION

Siempre se ha buscado el implementar las nuevas tecnologias en el campo de la medicina, lo
que de un principio se desarrollaba para su uso en la industria o en la investigacion después
buscaba su lugar en la clinica. Un area que ha tomado fuerza en los ultimos afios es la
bioespectroscopia, que es la aplicacién de las espectroscopias clasicas, como la resonancia
magnética nuclear, para coadyuvar en el diagnéstico, pronostico y seguimiento de patologias
(Vennes D, 2009; Gajjar K y cols, 2014). Entre estas espectroscopias esta la espectroscopia
Raman, que se basa en el estudio de la dispersién de la luz después de incidir sobre una molécula
(Ferraro J y cols, 2003).

El cancer, en general, se encuentra entre las enfermedades de mayor morbimortalidad a
nivel mundial, y son las patologias de mayor interés en la investigacion. El cervicouterino es uno
de los de mayor incidencia en los paises en desarrollo, entre ellos México, ocupando el segundo
lugar de incidencia en pacientes femeninos que cursan con algun tipo de estas enfermedades en
nuestro pais, después del de mama (IARC, 2012; WHO, 2016). Actualmente el diagnéstico del
cancer cervicouterino se realiza por el estudio bajo el microscopio de raspados de este tejido en
busqueda de anormalidades, quedando abierto a subjetividad y a dependencia de la habilidad y
experiencia del patélogo. Se ha demostrado que la espectroscopia Raman es capaz de detectar
cambios fenotipicos a nivel molecular que pueden llegar a relacionarse con alguna patologia
especifica, lo cual abre las puertas al uso de esta huella molecular y sus alteraciones para un
posible diagnéstico oportuno (Keller y cols, 2008; Hung y cols, 2012; Duraipandian Sy cols, 2014;
Lin Jy cols, 2014).

En este trabajo se buscé el aprovechamiento de la tecnologia Raman, sintetizando
nanoparticulas de plata modificadas capaces de inducir un efecto de espectroscopia Raman de
superficie mejorada en la linea celular HeLa® como primer paso para establecer las condiciones

Optimas para amplificar y resolver sus espectros Raman.
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JUSTIFICACION

El cancer cervicouterino en México ocupa el segundo lugar de incidencia, a pesar de que existe
una vacuna. La morbilidad y mortalidad asociadas a cualquier patologia esta directamente
relacionada con la etapa de deteccién. En este sentido, la utilizacion de técnicas como la
microespectroscopia Raman de superficie mejorada es una alternativa novedosa, que presenta
ciertas ventajas sobre las convencionales, sobre todo la alta sensibilidad para detectar cambios
asociados con la huella molecular de células y tejidos. El lograr mejorar la resolucion o intensidad
espectral Raman de células tumorales derivadas de cancer cervicouterino (HeLa®) utilizando
nanoparticulas metalicas, dard base a futuras investigaciones sobre el posible uso de esta
tecnologia para detectar los cambios fenotipicos relacionados con las distintas etapas de
diferenciacion (lesiones escamosas intraepiteliales de bajo y alto grado). Y con ello, la deteccién
temprana y oportuna del cancer cervicouterino, el cual ocupa uno de los primeros lugares de

incidencia a nivel mundial.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de plata modificadas con &cido mercaptopropiénico con
capacidad de aumentar la intensidad y resolucion espectral Raman de células HeLa®.

Objetivos Particulares

*  Sintetizar nanoparticulas de plata de tamafio y estructura adecuada para la induccion del
aumento en la intensidad o resolucién del espectro Raman.

* Modificar las nanoparticulas de plata con 4cido mercaptopropionico y evaluar su capacidad
de mejorar la intensidad o resolucion espectral Raman.

*  Obtener la firma espectral Raman de células HeLa® utilizando la linea laser de 785 nm.

* Determinar las condiciones para la induccion de la espectroscopia Raman de superficie
mejorada con nanoparticulas de plata modificadas con acido mercaptopropiénico en células
HelLa®.

13



ANTECEDENTES

Cancer

Las células de un organismo pluricelular estan dedicadas a la colaboracion, coordinando su
comportamiento segln le sea indicado por el conjunto de sefiales enviadas y recibidas. Cambios
moleculares de cualquier naturaleza que rompan esta armonia se traduce como problemas para
el mantenimiento y control celular. Por ejemplo, una mutacion puede dar a una célula una ventaja
sobre sus vecinas permitiéndole crecer y dividir de forma mas rapida y vigorosa, convirtiéndose
asi a una célula fundadora de una clona mutante; esta es la base del cancer: enfermedad en la
gue una sola célula mutante comienza a prosperar a costa de sus vecinas, pudiendo destruir al
tejido (Alberts B. y cols., 2014).

Los canceres son considerados las enfermedades de mayor morbilidad y mortalidad,
estimandose que aproximadamente el 20% del total de la poblacion en los paises desarrollados
morird debido a las complicaciones de algun tipo de cancer (WHO, 2016). Estas patologias se
clasifican de acuerdo al tejido y al tipo de célula del cual se originan (Figura 1). Es importante
destacar que, entre los carcinomas, los de mayor incidencia son los del tracto reproductivo.
Entonces tenemos: carcinomas, que son de origen epitelial, y son el tipo mas comin en humanos
(80% caen en esta clasificacion); sarcomas, que provienen de tejido conectivo o células
musculares; y las leucemias y linfomas, derivados de leucocitos y sus precursores (Alberts B. y
cols., 2014).

Una parte significante de los canceres (aproximadamente 15% del total de estos) se deben
a mecanismos que involucran a virus, bacterias o parasitos. Los principales agentes asociados
como causantes de cancer son virus de ADN. Por ejemplo, el cancer de higado es comun en los
paises donde hay un alto indice de portadores del virus de la hepatitis B (HBV) y que muestran
signos de una infeccion crénica por este ente viral (Alberts B y cols., 2014). Otros ejemplos son
virus Epstein-Barr (EBV), causante de linfoma de Burkitt; y el virus del papiloma humano (HPV),

que es reconocido como agente inductor de cancer cervicouterino (WHO, 2016; CDC, 2016).
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Figura 1: Diferentes tipos de cancer y su incidencia anual.
Imagen traducida de Alberts B y cols. 2014.

La infeccion por el virus del papiloma humano (HPV) es la mas comun del tracto
reproductivo de origen viral, donde la mayoria de los hombres y mujeres sexualmente activos
sufriran de la infeccion en algun punto de su vida, e incluso algunos se infectaran mdaltiples veces.
La mayor incidencia de la primoinfeccion para ambos géneros es al momento de haber iniciado
su vida sexual. Aunque el 90% de las infecciones son autolimitadas y terminan sanando por
completo, el resto de las infecciones persisten y progresan a la formaciébn de cancer
cervicouterino, por lo que se relaciona directamente a este virus como un importante agente
causal de este cancer (WHO, 2016).

A nivel mundial, el cancer cervicouterino es el tercer tipo de cancer mas frecuente en
mujeres con un estimado de 530 mil casos nuevos en 2012, representando ademas el 7.5% del
total de muertes en mujeres a causa de algun tipo de cancer. De esta porcion estimada, de las
més de 270 mil muertes por cancer cervical cada afio, el 85% ocurren en paises subdesarrollados
(IARC, 2012; WHO, 2016). En México, el cAncer cervicouterino es el segundo de mayor incidencia

y mortalidad después del cancer de mama. Con 13,960 casos reportados en 2012, represento el
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16.9% de las pacientes cursando de algun tipo de cancer en México. Se estima una incidencia
de 28,500 casos nuevos por afo y una mortalidad de 10 mil muertes por afio (IARC, 2012).

Cancer Cervicouterino

El cérvix constituye la parte inferior del Gtero y tiene la forma de un cilindro corto y ancho. Este
conducto se abre en la cavidad vaginal y en la uterina. El epitelio que cubre el cérvix esta
organizado como epitelio escamoso estratificado (Figura 2, micrografia A). En el transcurso del
ciclo menstrual este epitelio estratificado sufre cambios continuos. La proliferacion celular
normalmente ocurre en la region cercana a la lamina basal y van siendo desplazadas hacia el
lumen cervical, al mismo tiempo que van madurando, y eventualmente se desprenden (Drake R
y cols., 2004; Ross M y Pawlina W, 2007; Alberts B y cols., 2014).

Ante la sospecha de que la paciente sufre de cancer cervical, se solicita un raspado de
este tejido donde se buscan alteraciones en las células que sugieren el inicio de una
transformacion cancerosa. En los epitelios dafiados se observan distintas etapas mitéticas
anormales y el cariotipo también se encuentra anormal, pero se mantienen confinadas a la lamina
basal, siendo en esta etapa todavia facil de eliminar al destruir al tejido o removerlo
quirargicamente. Los patélogos describen estos cambios como neoplasia intraepitelial y la
clasifican de bajo o alto grado (Ross M y Pawlina W, 2007; Alberts B y cols., 2014).

En las lesiones de bajo grado (Figura 2, micrografia B), las células indiferenciadas en
divisién no estan confinadas a la lamina basal y ocupan otras capas en la tercera parte interna
del epitelio; y a pesar de que la maduracién se sigue dando en la parte externa del epitelio esta
capa se encuentra algo desordenada. La mayoria de estas lesiones se eliminan y se recupera la
normalidad en el tejido por si mismo; sin embargo, aproximadamente el 10% de las pacientes
con este tipo de lesiones progresan a convertirse a lesiones de alto grado (Figura 2, micrografia
C) (Alberts B y cols., 2014).

Sin tratamiento, la parte anormal del tejido puede persistir sin cambios o recuperarse. En
el 30-40% de los casos, habra una progresion que después de varios afios dara lugar a un
carcinoma invasivo (Figura 2, micrografia D). Las células cancerigenas entonces atraviesan o
destruyen la ldmina basal invadiendo el tejido vecino, pudiendo presentarse metéstasis a ganglios
linfaticos vecinos. El tratamiento quirargico se vuelve mas dificil segun avanza la invasion de las

células transformadas (Alberts B y cols., 2014).
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Figura 2: Estados de la progresién en el desarrollo de cancer del epitelio del cérvix uterino.

Tincién con Hematoxilina y Eosina. Imagen tomada y traducida de Alberts B y cols., 2014.
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Figura 3: Micrografias de un raspado del epitelio cervical uterino.

Tincion de Papanicolaou. A) Las células son grandes y bien diferenciadas, con un ndcleo bien
diferenciado. B) Lesion pre-cancerosa (grado no definido), con proliferacion y diferenciaciéon
anormales pero sin ser una lesién invasiva. Las células estan en distintos estadios de maduracion.
C) Carcinoma invasivo: las células aparecen indiferenciadas, con escaso citoplasma y nucleos
grandes. Tomada de Alberts B y cols., 2014.
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Bioespectroscopias

Las espectroscopias son herramientas de gran utilidad en la quimica para el analisis de
compuestos y se basan en el estudio de las interacciones de distintas radiaciones y la materia, y
se clasifican por la radiacidn que utilizan segun la region del espectro electromagnético, pudiendo
ser entonces rayos gamma (y), rayos X, ultravioleta (UV), visible, infrarrojo (IR), microondas y de
radiofrecuencia (Skoog D y cols., 2013).

La interaccion de un analito con la radiacion electromagnética puede resultar en distintos
cambios en este, desde cambios de espin y orientacién (microondas) hasta cambios en su
configuracién en los enlaces (IR), en la distribucion electronica (UV/Vis, Rayos X) o de
configuracién nuclear (Rayos y). Entonces, la medicién de la cantidad de radiacién producida o
absorbida por las especies moleculares o atémicas en estudio son el principio de estas
herramientas (Skoog D y cols., 2013).

De forma general, en estas técnicas, la muestra se encuentra predominantemente en su
estado basal de energia y es estimulada con radiacion provocando que algunas de las especies
del analito experimenten una transicion hacia un estado de mayor energia. La informacion sobre
esta interaccion entre la radiacion y la materia se adquiere al medir la radiacién absorbida o
emitida durante la transicion de regreso al estado basal de energia (Skoog D y cols., 2013).

Las bioespectroscopias 0 espectroscopias clinicas son las aplicaciones de las
espectroscopias tradicionales para el estudio y andlisis de muestras de tejidos vivos o fluidos
corporales (Vennes D, 2009; Gajjar K y cols., 2014). Estas técnicas presentan la ventaja de
brindar informacién sobre la composicion y conformacién molecular de la muestra, a diferencia
de otras herramientas de uso rutinario en los laboratorios de andlisis clinicos como los
inmunoensayos convencionales, que se limitan a dar informacion de sus epitopes (Fogarty S,
2014).

Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman se basa en la dispersion de un haz de luz polarizada a una sola longitud
de onda proveniente de un laser. En el proceso de dispersién pueden ocurrir dos fenédmenos: que
la luz dispersada sea de la misma frecuencia que la luz incidente, fenédmeno conocido como

dispersion Rayleigh o elastica; o que la luz sea de diferente frecuencia, pues es absorbida por la
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muestra y luego es reemitida con menor o mayor longitud de onda, siendo entonces una
dispersiobn Raman, o inelastica (Ferraro J y cols., 2003).

En el fendmeno de dispersion Raman la frecuencia de los fotones reemitidos se desplazan
de dos formas: si la luz pierde energia, pues en la dispersion se involucra la activacion de un
modo vibracional del material, se le denomina Raman Stokes; si al contrario la luz gana energia
al sumarse las energias vibracionales ya presentes en el material se le denomina Raman Anti-
Stokes (Ferraro J y cols., 2003).

Para que ocurra la dispersibn Raman debe de haber una interaccién de la radiacion
electromagnética con la molécula, provocando cambios en la polarizabilidad gracias a la
aplicacion de un campo de fuerza externa, induciendo a los electrones a excitarse. Los modos
vibracionales estan ligados a los tipos de atomos, sus enlaces y a la simetria de la muestra, por
lo que esta técnica nos proporciona informacién estructural. El modo de trabajo mas utilizado es
Raman Stokes, pues nos proporciona informacion de los modos vibracionales presentes en la
muestra, lo cual se reporta como cm* tomando como origen la energia del haz incidente (Ferraro
Jy cols., 2003).

Un sistema Raman convencional esta conformado por cuatro componentes:

* Laser, como fuente de luz de excitacion;

*  Sistema optico: iluminacién de la muestra, recoleccion de la luz;
*  Filtro: selector de longitud de onda;

*  Detector.

La espectroscopia Raman ayuda a determinar la estructura molecular mediante la
deteccion de las vibraciones moleculares en sus enlaces. Cada molécula tiene una frecuencia
vibracional Unica y es por esto que se considera una técnica de alta especificidad para la
identificacion molecular (Bunaciu y cols., 2017) y tiene el potencial de detectar simultaneamente
todas las biomoléculas en una muestra, dando un espectro Unico llamado “huella molecular” para
cada espécimen analizado.

Un problema del estudio por Raman de los sistemas biolégicos es la gran diversidad de
moléculas presentes en las muestras; el interés de analizar en su totalidad los cambios en la
estructura y conformacién molecular de todo el sistema, crea la problematica de una pérdida en
la resolucién y disminucion en la intensidad de los picos en el espectro Raman (Hung y cols.,
2012). Laresolucién y la intensidad de los estudios por Raman pueden ser aumentadas haciendo
uso de nanoparticulas metadlicas, gracias a un efecto de espectroscopia Raman de superficie
mejorada, SERS (por sus siglas en inglés, Surface-Enhanced Raman Spectroscopy o Surface-
Enhanced Raman Scattering) (Fogarty y cols., 2014; Henry Ay cols., 2016).
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Nanoparticulas de Plata

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han tomado un importante lugar en la ciencia de los
materiales y la electronica por sus caracteristicas como nanoconductores (Akbari By cols., 2011;
Sanz Jy cols., 2013; Shekhar Ay cols., 2014; Jiménez L y cols., 2016); y mas recientemente en
las dltimas décadas en la medicina, por sus propiedades antitumorales, antibacterianas, o su
aplicacion en nuevas tecnologias y herramientas para el diagnostico (Kim BYS y cols., 2010;
Lohse SE y Murphy CJ, 2012; Tu Q y Chang C, 2012; Eckhardt Sy cols., 2013; Vendrell My cols.,
2013; Shekhar Ay cols., 2014).

Existen diversas formas de sintetizar nanoparticulas metdlicas y la eleccion del método
utilizado depende de su aplicacion, es decir, se varian las condiciones de reactivos utilizados,
concentracion, temperatura, presencia de gases, exposicion a la luz, entre otros factores, y el
resultado sera nanoparticulas de distintas formas y tamafios, lo cual finalmente confiere a la
nanoparticula sus propiedades caracteristicas como es el plasmén (Ferraro J y cols., 2003; Lu H
y cols., 2011; Izquierdo | y cols., 2012).

El plasmén es un efecto que se da por la conduccién de los electrones libres en la
superficie de las nanoparticulas metalicas al ser excitados mediante un haz de luz incidente.
Como consecuencia de esta excitacion se produce una oscilacién deslocalizada de los electrones
confinados a la superficie de la nanoparticula. Para determinadas frecuencias de energia
incidente, se produce un acoplamiento entre las frecuencias de la onda incidente y de la oscilacién
de los electrones; a este acoplamiento se le conoce como plasmon de superficie y es capaz de
absorber algunas frecuencias de la luz incidente y de transmitir las frecuencias no absorbidas

(Figura 4) (Rycenga My cols., 2011).

E,

deh, @ 4,
Nanoparticula de plata

Figura 4: Plasmoén de superficie de nanoparticulas metalicas.

Los electrones libres de la superficie de las nanoparticulas se polarizan por acoplamiento al

campo eléctrico de la luz incidente. Imagen tomada y traducida de Rycenga M y cols., 2011.
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La resonancia es maxima en las nanoparticulas de los metales nobles (como el oro y la
plata) y, cuando el diametro de la nanoparticula es mucho menor que la longitud de onda
incidente, la resonancia se produce en el campo visible del espectro electromagnético. Por lo
tanto, una forma de evaluar el efecto del plasmoén de las nanoparticulas es determinando el
espectro de absorcién en la region del ultravioleta-visible. La frecuencia de resonancia y la
anchura de banda de absorcién obtenidos dependen entonces del tamafio y de la forma de las
nanoparticulas (Mayer K y Hafner J, 2011; Rycenga My cols., 2011).

La resonancia del plasmén de superficie localizado (Localized Surface Plasmon
Resonance, LSPR, por sus siglas en inglés) es la respuesta éptica de las nanoparticulas a la
oscilacion de los electrones, dependiendo de factores como la concentracion de las
nanoparticulas, su distribucién espacial y las propiedades de la matriz que las rodea, ademas de
las caracteristicas ya mencionadas como el tamafio y la forma. Para las nanoparticulas de
didmetro menor a los 20 nm, el ancho de banda del plasmon aumenta progresivamente a medida
gque disminuye el tamafio; cuando el diametro es mayor a 20 nm la banda se desplaza a longitudes
de onda mas largas por la produccién de multipolos dando una oscilacion mas compleja (Mayer
Ky Hafner J, 2011; Rycenga My cols., 2011).

En una dispersion coloidal de nanoparticulas con un didmetro menor a los 20 nm, el LSPR
permite la absorcion de luz de la zona visible del espectro electromagnético cercano al ultravioleta
(azul) y reflejan la luz correspondiente a la coloracién de la solucién coloidal resultante
(normalmente cercano al amarillo-rojo). Esta absorcién y reflejo de la luz se desplaza al aumentar
el tamafio, la forma, el recubrimiento y el estado de agregacion de las nanoparticulas. Cuando el
tamafio de las particulas metalicas alcanza dimensiones macroscépicas, las longitudes de onda
del LSPR se desplazan a la regién del infrarrojo del espectro electromagnético, siendo reflejado
la mayor parte de la region del visible presentandose entonces un color claro traslicido (Mayer K
y Hafner J, 2011; Rycenga My cals., 2011).

Espectroscopia Raman de Superficie Mejorada

La espectroscopia Raman de superficie mejorada (SERS) fue descubierta como consecuencia
del interés en estudiar la naturaleza de moléculas sobre superficies metalicas, cuando Fleischman
y cols., 1974 reportaron el espectro Raman de una monocapa de piridina adsorbida en un
electrodo de plata. Poco después, Jean-maire y Van Duyne, 1977, y Albrecht y Creighton, 1977,

notaron que la intensidad de la dispersion de las moléculas adsorbidas sobre este tipo de
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superficies era de 10°-10° veces mas fuerte, lo cual dio inicio a la investigacién en SERS.

Actualmente se ha demostrado que las moléculas adsorbidas sobre una superficie de metal

adecuada dan una dispersién de varios 6rdenes de magnitud superior que el de la molécula

aislada o en solucién (Ferraro J y cols., 2003).

Entre las ventajas que presenta la SERS, comparado al Raman convencional, es el
aumento en la resolucion del espectro obtenido y que, gracias al mismo incremento en la
dispersién, se pueden usar volimenes pequefios de muestras alcanzando una sensibilidad
analitica desde picomoles hasta femtomoles. Es de resaltar que este estudio se puede llevar a
cabo en un equipo de Raman convencional con laseres de excitacion en las regiones del espectro
visible y del cercano al infrarrojo (Chase D y Parkinson B, 1988; Ferraro J y cols., 2003).

El estudio por SERS depende de tres fendmenos principalmente:

1. La excitacibn por plasmén de superficie: es el efecto de oscilacion de electrones
deslocalizados que se da entre dos fases. Esta deslocalizaciéon de electrones entre las dos
fases se da de manera longitudinal por toda la superficie del metal, y se asocian a un campo
electromagnético. Estas ondas de polarizacion de plasmén de superficie pueden ser excitadas
de forma muy eficiente al incidir luz del espectro visible (Campion A y Kambhampati P., 1998).

2. La forma de las nanoparticulas y su densidad, siendo necesario cuidar la forma de las
nanoparticulas, procurando que tengan alguna imperfeccién para lograr obtener el efecto de
plasmén de superficie y la distribucion de las nanoparticulas por la muestra; sobre todo en las
muestras biolégicas, donde el incremento de la dispersion es de uno o dos Ordenes de
magnitud comparado a los ocho o doce ordenes posibles en otro tipo de muestras (Lu H y
cols., 2011).

3. Longitud de onda de excitacion, siendo posible con longitudes de onda del espectro visible
(Ferraro J y cols., 2003).

Espectroscopia Raman en Modalidad SERS y el Cancer Cervicouterino

Por su sensibilidad y capacidad de analizar muestras biologicas de diversos tipos, varios estudios
dan a la espectroscopia Raman, en especial en su modalidad SERS, un gran valor como
herramienta de andlisis bioespectroscopico (Dieringer J y cols., 2005; Henry A y cols., 2016;
Gajjar Ky cols., 2016).

Gracias a que la vibracion espectral es especifica para cada grupo de moléculas

(especificamente el tipo de enlace), revelan la huella molecular de muestras biolégicas. Mediante

22



Raman se puede detectar cambios estructurales y en la composicion molecular, por variaciones
en el espectro, provocado por un proceso patoldgico o algun tipo de estrés. Por lo tanto, cualquier
cambio en el espectro suficientemente especifico para un estado puede ser utilizado como
marcador fenotipico (Hung y cols., 2012).

Como se mencion6 anteriormente, el diagndstico de cancer cervicouterino actualmente se
confirma por medio de estudios de patologia. Este tipo de diagnéstico depende desde la toma
adecuada de la muestra, el procesamiento de la misma y, en gran medida, la experiencia del
patdlogo. Este tipo de diagndstico puede caer en lo subjetivo, por la variabilidad entre los médicos
patdlogos, tanto para la confirmacién del diagndstico como para la categorizacion del grado del
cancer cervicouterino (Gajjar Ky cols., 2016).

Una gran variedad de estudios ha demostrado que existen diferencias en el espectro
Raman de muestras biol6gicas durante un proceso patoldgico, por ello se propone aplicar el
estudio de la huella molecular para el diagnéstico clinico de una gran variedad de patologias
(Hung y cols., 2012; Jess y cols., 2007). Por ejemplo, en 2008, Keller y colaboradores reportaron
espectros Raman de tejido epitelial normal y con lesiones escamosas intraepiteliales de bajo
grado (Low-grade squamous intraepithelial lesion, LSIL por sus siglas en inglés) asociadas con
la infeccion por HPV. En sus resultados, como se muestra en la Figura 5, encontraron un
incremento en la intensidad de los picos asociados a ADN a 1334 cm? y 1802 cm™ y un
decremento en las sefiales entre 1000-1100 cm™ y entre 1250-1350 cm™ (asociados a lipidos) en
los tejidos con LSIL a comparacion de los tejidos normales. Tales diferencias en los espectros
Raman demuestran la habilidad de esta técnica de discriminar entre células a diferentes estadios
de cancer cervicouterino y abren la posibilidad de su aplicacion en el diagnéstico temprano en

etapas de incluso pre-cancer (Jess P y cols., 2007).

120 . : a
Epithelium with HPV - Stroma Under HPY l
=] tarmal Epithelium 2 4 ol g Stroma Under Narmal
140 |
g 2 & =
Z ot 2 g i =
g g= £ sof
£ 1o} = . 2
E E 40
T ) E
£ £ wf
= eof B 2
aof 4 20
| 1 10
g . . L L . . . .
800 1000 1200 1400 1600 160G %o 000 1200 1400 1660 800

Vavanumber () Wavenumber {cm™')
Figura 5: comparacion entre los espectros Raman de células con LSIL y normales de tejido

de cérvix. Tomada de Keller y cols., 2008.
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En otro estudio, Duraipandian S y cols., en 2014, estudiaron las lesiones escamosas
intraepiteliales de bajo y alto grado (LSIL y HSIL, por sus siglas en inglés, respectivamente) con
la linea laser 785 nm, encontrando diferencias en los espectros Raman (Figura 6) que dan inicio
a la posibilidad de esta metodologia para el monitoreo de las diferentes etapas precancerigenas

del cancer cervicouterino, asi como un diagnostico oportuno a nivel molecular.

oo
uy
w
—
]
I

Lo ]

o

&
'
i
!
i

im==.1085
—m.=1125

—.—.—.-1339

i 1450
imimmem.—15T8
R— L T

Intensidad (u.a.)

I | | |
800 1000 1200 1400 1600 1800

—— Benign-LSIL
= Benign-HSIL
———LSIL-HSIL |

800 1000 ' 1200 ' 1400 1600 ' 1800
Namero de onda (cm™)
Figura 6: Diferencias entre los promedios de los espectros para cada patologia probada.
Se muestran los espectros Raman de células normales (verde), de LSIL (azul), y HSIL (rojo).
Notese que los espectros estan desplazados verticalmente para su facil observacion. Debajo se
muestran las diferencias entre los espectros de las células normales y las de LSIL (verde), las
normales y de HSIL (azul), y entre las de LSIL y de HSIL (rojo). Los tres espectros fueron de

intensidad similar, pero con la aparicion de algunas sefiales.
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Asi mismo, en 2014, Lin J y cols., buscaron diferencias en los espectros Raman de células
hepaticas y de células de hepatocarcinoma, con el uso de nanoparticulas de plata en ambos
tejidos para inducir un efecto SERS (Figura 7). En este estudio se encontré un aumento en la
intensidad de la sefial a 722 cm™, sugiriendo una relacién del aumento de esta sefial con el estado
patolégico de cancer de higado.
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Figura 7: Espectros Raman obtenidos con induccién SERS por AgNPs.

Abajo (en azul) se muestran las diferencias entre los espectros Raman de las células de
hepatocarcinoma y las células de higado sano.

Sin embargo, a pesar del gran nimero de estudios que existen donde se observan
espectros Raman distintivos de cada estadio de diferenciacién tumoral, es necesario incrementar
la intensidad de las bandas y revelar la presencia de otras que pueden enmascararse debido a
una baja concentracién del compuesto que da origen a la misma. Por ello, la implementacién de
técnicas como la SERS sera de gran importancia para la aplicacion del Raman en la clinica. Asi
mismo, el tipo, forma y nanoarquitectura utilizados generan incremento de ciertas bandas, por
ello la busqueda constante de compuestos estabilizadores y generadores de cambios en la
estructura de las nanoparticulas es importante para estandarizar una técnica para el estudio de
células tumorales mediante microespectroscopia Raman modalidad SERS, pues dara las bases

para futuras investigaciones para la obtencion del espectro de células provenientes de muestras
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de raspado cervical y de esta forma coadyuvar a una posible nueva herramienta de diagnéstico
temprano.

Buscando el mejorar la eficiencia del efecto plasménico de las AgNPs sintetizadas, se
funcionalizaron con el acido 3-mercaptopropionico (HSCH.CH.CO;H) por un proceso de
quimioadsorcion con el grupo tiol logrando aumentar las interacciones internanoparticulares, para

aumentar su densidad y mejorar su distribucion.

26



27



METODOLOGIA

Sintesis de Nanoparticulas de Plata

Para la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) se utiliz6 el método de reduccién quimica en
medio acuoso descrito por Lee y cols., 1982; y Clays K y cols., 1995 con modificaciones. La
reaccion consistio en calentar hasta 60 °C 92 mL de agua deionizada (por sistema milliQ) en
agitacion constante a velocidad media. Una vez estabilizada la temperatura se afiadié 2 mL de la
solucion de AgNOs (Sigma-Aldrich, numero de catalogo 209139-25G) con una concentracion de
10 mM (concentracion final 0.2 mM); al transcurrir 5 minutos se agreg6é 5 mL de la solucién de
citrato de sodio (Sigma-Aldrich, nimero de catalogo S1804-500G) a una concentracion de 10 mM
(concentracion final 0.5 mM). Con lo anterior se inici6 el proceso de nucleacion de las
nanoparticulas y se dejé la reaccidén hasta 5 minutos. Se finalizé y estabilizé la reaccion afadiendo
7.2 mg de borohidruro de sodio (Sigma-Aldrich, nimero de catalogo 452882-100G) disuelto en 1
mL de agua deionizada (concentracion final 2 mM) y finalmente se dej6 en agitacion durante 30
minutos en calentamiento a 60 °C y protegido de la luz.

Se ha reportado que el pH es un factor que afecta la forma de agregacién de las AgNPs
(Algadi My cols., 2014; Fang G y cols., 2016), ademas es un factor importante durante la reaccion
de quimioadsorcién al desprotonar al grupo tiol del MPA. A la solucion coloidal de AgNPs se le
determiné el pH y posteriormente se ajusté afiadiendo HClI 1 M o NaOH 3 M para obtener
soluciones coloidales de pH 7, 8, 9, 10, 11y 12.

Modificacion de las AgNPs con Acido 3-Mercaptopropiénico

Las AgNPs se modificaron por la adicion del acido 3-mercaptopropiénico (MPA, Sigma-Aldrich,
namero de catdlogo M5801-5G) a concentraciones finales de 0.01 mM, 0.1 mMy 1 mM (Nie Hy
cols., 2014), disuelto en etanol al 100% (Sigma-Aldrich, nimero de catalogo E7023-1L).

Para la modificacion se controlaron las condiciones de temperatura (ambiente, 25 °C),
exposicion a la luz (cubiertos) y su exposicion a la atmdsfera, es decir, se realizo en tubo abierto
(sistema abierto) o cerrado (sistema cerrado) limitando la presencia de oxigeno, que es otro factor

que influye en la velocidad de reaccion y morfologia de las nanoparticulas.
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Caracterizacion de las AgNPs y las AgNPs@MPA

Las AgNPs coloidales y las modificadas con MPA (AgNPs@MPA) se caracterizaron por
espectrofotometria UV-Visible, microscopia electrénica de transmisién (Transmission Electron
Microscopy, TEM) y dispersion dinamica de luz (Dynamic Light Scattering, DLS).

Espectroscopia UV-Visible

Se determiné el espectro UV-Visible de las AgNPs y las AgNPs@MPA en un espectrofotbmetro
lector de placas (BioTek®, modelo S1LFA Synergy HTX), haciendo una lectura de absorbancia

desde 300 nm hasta 800 nm, con intervalos de 1 nm.

Microscopia Electronica de Transmision

Se obtuvieron micrografias de las AgNPs y las AgNPs@MPA por TEM (JEOL, JEM 2010 F
operando a 200 kV) para determinar su morfologia.

Dispersién Dinamica de Luz

Se estudiaron los distintos patrones de dispersion de la luz de las AgNPs y AgNPs@MPA
utilizando la técnica DLS (Zetasizer Nano—ZS de Malvern Instruments, a 25°C con un tiempo de
estabilizacién de 120 segundos, laser de 633 nm y un angulo de deteccién de 173°).
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Cultivo y Preservacion de la Linea Celular HeLa®

Se cultivé la linea celular HeLa® en botellas de 25 cm? con 7 mL de Medio de Cultivo Eagle
Modificado de Dulbecco (DMEM, botella de 500 mL de Gibco™ GlutaMAX™ Supplement,
HEPES, numero de catalogo 10564-029 de ThermoFisher Scientific) y suplementado con
penicilina 10 Ul/mL, estreptomicina 0.5 mg/mL (10,000 unidades de penicilina y 10 mg
estreptomicina por mL en 0.9% NaCl, esterilizado por filtracion de Sigma-Aldrich, nUmero de
catdlogo P0781) y piruvato de sodio 1 mM (100 mM de Sigma-Aldrich, nUmero de catdlogo
S8636). Para el mantenimiento del cultivo se utilizé 5% de suero fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich,
namero de catalogo F4135-500ML), se incub6 a 37 °C, con 5% de CO, y 90% de humedad. El
cultivo celular se observo peridédicamente.

Cada tercer dia se retiré el medio, se lavo el cultivo con solucion salina fisiolégica estéril
y se agregé 7 mL de DMEM con 5% de SFB y suplementado. Cuando se conseguia una
confluencia superior al 90% en el cultivo se retiraba el medio, se hacia un lavado con solucién
salina fisiolégica y se afiadian 300 pL de Tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich, nimero de catalogo
T4049-100ML), se incubaba por 5 minutos a 37 °C y se afladian 2 mL de DMEM con 5% de SFB
para inactivar la Tripsina. Se tomaba un 1 mL de la suspension celular (pase) para colocarse en
una nueva botella. Se afiadian 6 mL de DMEM con 5% de SFB y suplementado a cada botella y

se volvian a incubar a las condiciones antes descritas.

Estudio SERS de Células HeLa®

Se colocaron células HeLa® sobre portaobjetos de cuarzo y se obtuvieron los espectros Raman

con la linea laser de 785 nm.

Cultivo de Células HeLa® Sobre Portaobjetos de Cuarzo

En una caja Petri se colocaron portaobjetos de cuarzo (sustrato) limpios y estériles. Se tomaron
350 mil células de la suspension del cultivo de la linea celular, al momento de realizar un pase, y
se colocaron en la misma caja Petri sobre el sustrato. Se dejaron de 3 a 4 horas en forma de gota

sobre el sustrato, para asegurar que las células estuvieran adheridas. Finalmente se afiadieron 7
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mL de DMEM al 5% de SFB y se incubaron a las condiciones antes descritas durante tres dias
para obtener una confluencia de 100%.

Obtencion de los Espectros Raman

A los sustratos con el cultivo celular se les hicieron dos lavados con solucién salina, para eliminar
los componentes del medio de cultivo, y se fijaron las células con metanol frio por una hora a
-20°C. Se hidrataron las células con PBS 1X por 30 minutos y se hizo un lavado con agua
destilada.

Se hicieron 3 estudios Raman con la linea laser 785 nm a las células fijadas: sin
nanoparticulas, con AgNPs y con AgNPs@MPA.

Los espectros Raman se obtuvieron en el equipo microscopio Raman confocal Alpha300
el cual tiene una resoluciéon de 1 cm™, con un objetivo de 50X y se analizaron las regiones de
700-1800 cm! (huella molecular) y 1800-2200 cm™, realizando las medidas puntuales por célula

con un tiempo de adquisicién en cada punto de 300 segundos y con una potencia de 67 mW.

Analisis de Datos

Andlisis de los Espectros UV-Visible

Los espectros obtenidos de cada experimento y su repeticion se promediaron y se analizaron con
ayuda del software OriginPro versién 9.0, considerando la amplitud y distribucién del espectro
como indicadores de la formacién y la calidad de las AgNPs y las AQNPs @MPA (Algadi M y cols.,
2014; Fang G y cols., 2016).

Se evalué el efecto de resonancia del plasmon de superficie localizado (Localized Surface
Plasmon Resonance, LSPR, por sus siglas en inglés) con el calculo del ancho total de la curva a
la mitad de su altura maxima (Full Width at Half Maximum, FWMH, por sus siglas en inglés) de

absorcion.

FWHM = AAAméxima; AL = (Amayor - AmenOT)Améxima
2 2
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Andlisis de las Micrografias por TEM

El andlisis de las AgNPs y AQNPs@MPA obtenidas por TEM se realiz6 con ayuda del software
DigitalMicrograph™ version 3.7.1 de la compafiia Gatan, donde se hicieron 3 mediciones del
diametro de 100 nanoparticulas para cada condicion probada y se promedi6 para cada condicion.

En la Figura 8 se presenta una vista de la pantalla general del software y algunos ejemplos de
las mediciones realizadas a las AgNPs.

I=dﬂl’ile Edit Object Process Analysis Window EELS Microscope Filter TIASI S| Help

v Standard Tools
[ @afals
RN ER
&

A ROI Tools

Line Plot Tools

13
-
o7

o
v

Histogram

v Display Control

—— —
ness: 0.50

Figura 8: Medicion de las AQNPs por medio de TEM.
El software especializado DigitalMicrograph™ respeta las medidas obtenidas por medio de TEM,
permitiendo hacer una medicion de cada nanoparticula. El Gnico criterio de seleccion para la

medicién de las nanoparticulas fue que se lograra observar su periferia, sin importar su forma o
tamaiio.
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Andlisis de los Espectros Raman

Los espectros Raman obtenidos en estas tres condiciones se trataron con el programa Project
Four+® del paquete de WITec Suite®, donde se eliminé el ruido, se hizo un suavizado del espectro
y un ajuste de linea base. Los espectros resultantes se exportaron y analizaron en el programa
OriginPro® version 9.0, donde se promediaron y se estudiaron los desplazamientos en las bandas

del espectro Raman, asi como los cambios de intensidad.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis de las AgNPs

Durante este trabajo se llevaron a cabo multiples sintesis de nanoparticulas de plata por el
método descrito en la seccién de metodologia, sin embargo, los resultados que se presentan son
los analisis de datos promediados de las Ultimas dos sintesis (muestra, n=2) que fueron realizadas
una vez estandarizadas las condiciones de sintesis y maodificacion. Para cada condicién se
determiné el espectro de absorcion UV-Visible, el cual da informacién del tamafo, forma y
distribucién de las nanoparticulas. En la Figura 9 se presenta el espectro UV-Visible de las
AgNPs. Se puede apreciar la absorbancia maxima a los 392 nm. Este pico maximo de absorciéon
indica que las nanoparticulas tienen un tamafio aproximado de 7 nm de diametro (Agnihotri S y
cols, 2014). En dicho espectro se observa una curva Unica, por tanto, se asocia a la presencia de
una poblacién predominante en forma y tamafo, el ancho a la mitad de la absorcion maxima
(FWHM) fue de 76 nm, lo que indica una polidispersion de tamafios pequefios, que ademas

presentan un buen tiempo de vida media del plasmon (Hartland G, 2011; Agnihotri Sy cols, 2014).
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Figura 9: Espectro de absorbancia UV-Visible de las nanoparticulas de plata (AgNPs) en solucion

coloidal.

34



A la solucion coloidal resultante de cada sintesis se le determin6 el pH, que resulté con
un valor de pH=10. Cada solucién se dividié en volimenes de 15 mL en frascos de vidrio &mbar,
posteriormente se ajusto al pH obteniendo entonces soluciones de nanoparticulas de plata a pH
7,8,9, 10,11y 12. No se observé cambio de color en las soluciones en los diferentes valores de
pH estudiados. Para conocer el efecto del pH sobre el plasmon de superficie de estas
nanoparticulas, se analizaron por espectroscopia UV-Visible, cuyos resultados se presentan en
la Figura 10. El andlisis de los espectros obtenidos se muestra en la Tabla 1, donde se observo
que conforme aumenta el pH el FWHM de cada curva también aumenta, lo cual se relaciona a
una vida media de plasmén disminuida mas que a un cambio en la distribucién de los tamafios

de las nanoparticulas (Hartland G, 2011).
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Figura 10: Espectro UV-Visible de las AgNPs después de ser ajustado el pH.
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Tabla 1: Calculo de la resonancia de plasmon de superficie localizada.

Ana YAy Amenor, CON Amayor, CON FWHM

pH (u.a.) (u.a.) HoAma HoAma [AN
(hm) (nm) (nm)

7 0.888 0.444 366 417 51

8 0.866 0.433 366 421 55

9 0.876 0.438 363 420 57

10 0.782 0.391 352 432 80

11 0.750 0.375 352 434 82

12 0.717 0.359 347 432 85

Amax. absorbancia maxima de la curva. A: longitud de onda. FWHM: Ancho total a la mitad de la

altura maxima de la curva (Full Width at Half Maximum).

Modificacion de las AgNPs y AgNPs@MPA

Para la modificacion de las AgNPs con MPA se probaron: dos condiciones atmosféricas con el
tubo abierto (sistema abierto) o tubo cerrado (sistema cerrado); tres concentraciones del acido,
0.01 mM, 0.1 MMy 1 mM; y ademas seis valores de pH en las soluciones de AgNPs (pH 7, 8, 9,
10, 11y 12); obteniendo un total de 36 tratamientos diferentes. Para cada tratamiento se observé
el cambio de color de la solucion como indicativo de la modificacién producida por el MPA (Figura
11y Figura 12), y se determiné el espectro de absorciéon UV-Visible (Figura 13, Figura 14, Figura
15) después de diferentes tiempos (24, 48, 72 y 168 horas) para evaluar estabilidad de la
reaccion. En aquellos tratamientos donde visiblemente se perdi6 la suspension coloidal, es decir
que perdi6 el color y precipitd la plata, no se realizé la obtencién del espectro de absorcion y se
anoto el tiempo maximo en el que todavia se observaba color. A las condiciones de modificacion
gue mostraron persistencia con el mismo color y mismo espectro de absorcién con respecto al
tiempo se consideraron “estables”, y a las que terminaban con la precipitacion de la plata como
“‘inestables”. La precipitacion de las AgNPs se manifest6 como un aclaramiento de la solucion y
la formacion de particulas de plata macroscopicas (precipitado color negro), posiblemente por el

proceso normal de maduracion de Ostwald (Agnihotri S y cols, 2014).
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Figura 11: Soluciones de AgNPs@MPA en el sistema abierto a las 24 y 48 horas.
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Figura 12: Soluciones de AgNPs@MPA en el sistema cerrado a las 24 y 48 horas.
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Figura 13: Espectros UV-Visible de AQNPs@MPA 0.01 mM.
Seguimiento de la reaccion de modificacion de las AgNPs con MPA a cada pH, a una

concentracion final de 0.01 mM, con el sistema abierto (SA, sélida) o cerrado (SC, punteado).
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Figura 14: Espectros UV-Visible de AQNPsS@MPA 0.1 mM.

Seguimiento de la reaccion de modificaciébn de las AgNPs con MPA a cada pH, a una

concentracion final de 0.1 mM, con el sistema abierto (SA) o cerrado (SC).
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Seguimiento de la reaccion de modificaciéon de las AgNPs con MPA a cada pH, a una

concentracion final de 1 mM, con el sistema abierto (SA) o cerrado (SC).

40




Los tratamientos donde no hubo un cambio apreciable de las AgNPs por la modificacion
con el MPA se dejaron de seguir a las 48 horas. En la Tabla 2 se indica el tiempo maximo en las
que se encontraban todavia estables.

Tabla 2: Tiempo de estabilidad* (en horas) de las AQNPsS@MPA.

[MPA] pH 7 8 9 10 11 12
0.01 mM 48 48 48 48 <168 <168 ¢
2
0.1 mM 48 48 48 48 <72 <24 B
2
1 mM <24 <24 <24 48 <168 <4 2
0.01 mM 48 48 48 48 >168 >168 &
0.1 mM 48 48 48 >168 <168 <24 §
1 mM <24 <24 <24 48 <24 <24 g’

*hasta donde se dio seguimiento a cada condicién que todavia era estable.

A las condiciones de modificacion que generaron AgNPs@MPA que mostraron ser
estables segun su espectro UV-Visible después de las 72 horas (Figura 16 y Tabla 2) se
continuaron observando diario para encontrar aquellas que condujeron a mayor estabilidad.
Finalmente, se eligieron las condiciones con una estabilidad en la modificacién superior a las 168
horas (Figura 17): condicién #10 (pH 10, sistema cerrado, 0.1 mM de MPA), #11 (pH 11, sistema
cerrado, 0.01 mM de MPA) y #12 (pH 12, sistema cerrado, 0.01 mM de MPA). El sistema cerrado
confiri6 mayor estabilidad a las nanoparticulas metalicas, debido a que una atmdésfera oxidante
provoca la agregacion de las nanoparticulas metalicas y con ello el proceso de coalescencia
(formacion de particulas de mayor tamafio). Por tanto, la formacién de puentes de hidrégeno por
los grupos carboxilos del MPA promueven la interaccion entre las nanoparticulas y con el sistema
abierto, en conjunto, desestabilizan la solucion coloidal hasta que se aglomeran totalmente (Polte
J., 2015).
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Figura 16: Colores observados de las soluciones de AQNPs@MPA a las 72 h.

Se muestran solo las reacciones que permanecieron estables a las 72 horas. Condiciones de
reaccion: sistema abierto: A) pH 11, 0.01 mM de MPA; B) pH 12, 0.01 mM de MPA; C) pH 11, 1
mM de MPA. Sistema cerrado: D) pH 11, 0.01 mM de MPA; E) pH 12, 0.01 mM de MPA; F) pH
10, 0.1 mM de MPA; G) pH 11, 0.1 mM de MPA.

Figura 17: Soluciones de AQNPs@MPA después de 168 horas.
De izquierda a derecha: pH 10, 0.1 mM de MPA; pH 11, 0.01 mM de MPA; pH 12, 0.01 mM de
MPA.

Caracteristicas Morfologicas de las ANPs y AgNPs@MPA

De las tres condiciones que presentaron mayor estabilidad (#10, #11 y #12), se seleccionaron
dos AgNPs@MPA para la caracterizacion morfolégica mediante microscopia electronica de
transmision (TEM), y como control para cada condicion de modificacion se tomd a sus respectivas
AgNPs en la solucion con el mismo pH. En las micrografias obtenidas de alta resolucion (Figura
18), se observé que las nanoparticulas eran mayoritariamente de forma esférica, pero también
encontramos elipsoides y con forma hexagonal bipiramidal, con un didmetro promedio de 11.6 +
2.2 nm (Tabla 3). Para cada tratamiento se midieron 100 AgNPs (a partir de las imagenes de
107x107 nm), a cada una de ellas se les determino el diametro en al menos tres ocasiones, y
posteriormente se determind la media y desviacion estandar.

La modificacion con MPA no tuvo efecto sobre el tamafio de las nanoparticulas, sin

embargo, se encontré un aumento en la forma hexagonal bipiramidal, y se observé una mono-
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dispersion de las AgNPs independientemente del tratamiento, sin embargo, el ajuste de pH a 12

genera un comportamiento mas homogéneo (curva Gaussiana). La figura 19 muestra la

frecuencia en la que se present6 cada tamafio desde 6 hasta 18 nm de didmetro.

SRR e AR b Bk Y R o s
Figura 18: Micrografias de las AgNPs y AgNPs@MPA obtenidas por TEM.
AgNP individual con forma A) esférica, B) elipsoide, C) hexagonal bipiramidal. Imagenes de
22%22 nm.

Tabla 3: Tamafios estimados de las ANPs medidas por TEM.

Diametro + SD (nm) Diametro + SD (nm)
Control pH 10 11.2+2.1 Condicion #10 11.6+2.1
Control pH 12 11.6+1.9 Condicion #12 12.1+2.7

SD: desviacion estandar.
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Figura 19: Dispersion de las AgNPs y AgNPs@MPA medidas por TEM.

La escala es en nanémetros de diametro y se muestra la frecuencia para cada tamafio (x 0.5 nm).
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De forma complementaria al TEM, se analizaron las AgNPs por dispersion dinamica de la
luz, indicando la formacion de camulos de nuestras nanoparticulas por la presencia de dos picos
alrededor de 50 nm y otro en 300 nm. Lo cual concuerda con el incremento en el ancho de las
curvas en el espectro UV-Visible en los pH de 10 a 12 comparados con los pH de 7 a 9 que
presentan un solo pico de mayor intensidad y menos ancho. Con la adicién de MPA a pH de 11
y 12 se observo un incremento en el diametro hidrodindmico. Por lo tanto, la funcionalizacion con
MPA, y con ello la adicién de grupos carboxilos a las nanoparticulas, promueve las interacciones
entre las nanoparticulas por puentes de hidrogeno y da el ensamblaje de las AQNPs en cimulos.
La formacién de los cumulos explica el efecto sobre la resonancia del plasmoén de superficie
localizada, donde la presencia de otro pico ancho en 365 nm del espectro UV-Visible y la
disminucion en intensidad del pico a 392 nm se debe a la resonancia en colectivo de las
AgNPs@MPA vy, posiblemente, a la actividad magneto-oOptica de estas, lo que se conoce como
magnetoplasmon (Yao H y Shiratsu T, 2016; Xia N y cols., 2017).

44



Tabla 4: Didmetro hidrodindmico de las AQNPs (nm + SD).

pH Controles Modificadas
10 5295+ 11.4 12.84+11.1
328.2 £ 137 3134+ 119

80.38 £ 22.0

11 250.4 + 66.2 420 7 + 141
12 4456 + 10.3 52.92 + 13.8
318.4+108 374.0 £ 123

SD: desviacion estandar.

Estudio SERS de Células HeLa®

Las células HelLa® se mantuvieron activas en cultivo de forma constante y en cada pase se
tomaron 350 mil células, se incubaron para asegurar su adherencia y se fijaron con metanol sobre
el cuarzo. Para el estudio Raman, se buscaron células con la morfologia tipica de esta linea
celular con ayuda del sistema 6ptico integrado en el equipo Alpha300 (Figura 20).

En cada experimento se comenzd con el analisis de células control y se procedié a afiadir
las AgNPs o AgNPs@MPA segun cada condicidbn probada. La adicion de las AgNPs o
AgNPs@MPA fue por capilaridad, al cubrir al sustrato con un cubreobjetos y afiadiendo 15 pL
lateralmente de la solucién coloidal correspondiente. Como resultado de este analisis, se
obtuvieron los espectros Raman con la adicion de las AQNPs@MPA de las tres condiciones
seleccionadas, las nanoparticulas sin modificar (AgNPs al pH correspondiente) y el control sin
nanoparticulas. Se indican en cada espectro las sefiales mas importantes y el tipo de enlace o
naturaleza molecular al que se asocian (Movasaghi Z y cols., 2007).

Figura 20: Micrografias de células HeLa® fi]glaas sobre el cuarzo.
El punto sobre cada imagen indica el sitio aproximado donde incidi6 el laser.
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Los resultados del andlisis Raman para cada tratamiento (Figura 21, Figura 22, Figura
23), indica que fue posible observar el efecto SERS al usar AgNPs y AQNPs@MPA. En los
espectros, se destaca la aparicion de nuevas sefales correspondientes a lipidos, carbohidratos
y proteinas. La condicion de mayor aumento de intensidad, fue la condicion #12 (hasta 4 veces
mas intenso que el control), seguida de la #11 (hasta 3.5 veces mas intenso que el control);
ademds, en ambas condiciones se lograron resolver las sefales que en el control y en la condicion
#10 no aparecen en la region de 1100 cm™ a 1300 cm™ que se relacionan a distintos lipidos. Por
otra parte, tanto en la condicion #11 como #12, se perdi6 resolucién en las regiones de 750 cm™
a 900 cm?, y de 1300 cm™ a 1500 cm™ al producir un aumento en estas sefiales provocando su

solapamiento.

—— Control
500 — AgNPs
] —— AgNPs@MPA
450 754  Triptofano 1045-8 Enlaces C-Oy C-N
g Ac. grasos
] . g Fosfolipidos
400 788  Fosfatidilserina 1055-70 Triglicéridos
_ Enlaces C-Cy C-O
Aminoacidos
350 800-30 e i eniee 1290 Enlace CH
— _ 850 Polisacaridos 1310 Enlaces CH: y CH:
I 300 Enlaces CH: y CHz
- ] Prolina, Vibracion residual
) i 5D e 132090 . oy
o Lipidos (C-C)
c 250 A 880 Triptfano 1397 Enlaces C-Hy G=0
2 1 Z Enlace G-0-C Lipidos
2 8 900 (acetal) 1420-500 Deformacion de
g 200 enlaces CH: y CH:z
QL i s ] Enlaces C=C
c 1003 Fenilalanina 1500-50 Triptfano
8 Polisacaridos
8 Fosfolipidos

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

NUmero de onda (cm™)

Figura 21: Comparacion entre los promedios de los espectros Raman de las AgNPs@MPA
Condicion #10, AgNPs y su control.
Promedio de los espectros: Control n=9; AgNPs n=5; AgNPs@MPA n=5.
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Figura 22: Comparacion entre los promedios de los espectros Raman de las AgNPs@MPA

Condicion #11, AgNPs y su control.
Promedio de los espectros: Control n=9; AgNPs n=6; AgNPs@MPA n=5.
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Figura 23: Comparaciéon entre los promedios de los espectros Raman de las AgNPs@MPA
Condicién #12, AgNPs y su control.
Promedio de los espectros: Control n=9; AgNPs n=7; AgNPs@MPA n=6.

Con la sintesis y modificacion de las AgNPs@MPA se logré inducir el efecto SERS,
mejorando la intensidad y la resolucion de los espectros Raman de las células HelLa®. La
formacion de un plasmoén conjugado de las nanoparticulas, por su gran proximidad, mejora el
efecto de resonancia del plasmén de superficie localizado (LSPR), aumentando las interacciones
entre nanoparticulas fomentando la formacion de cimulos. El arreglo de las AQNPs@MPA en
cumulos fue el responsable del cambio en el LSPR por resonancia colectiva. Dicho efecto
promovié el incremento en la intensidad de las sefiales presentes en los espectros sin AgQNPs y
de las sefiales apagadas en la regién de 1100 cm™ a 1300 cm* del espectro Raman de las células.

En las tres condiciones probadas como inductoras del efecto SERS se logré una mayor

intensidad y resolucién en el espectro Raman. Sin embargo, la modificacién a pH 10 con 0.1 mM
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de &cido mercaptopropionico (MPA) fue la de menor diferencia entre el efecto inducido por las
AgNPs y las AgNPs@MPA. A pH 11 con 0.01 mM del MPA hubo una pérdida importante de
resolucion en la region de 1300 cm™ a 1500 cm™ (principalmente asignada a lipidos). El mejor
resultado se obtuvo con un pH 12 con 0.01 mM de MPA donde mejor0 la intensidad y la resolucion
del espectro Raman, lo cual se asoci6 al mayor pH que es un factor importante en el proceso de

quimioadsorcion para la funcionalizacion.
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CONCLUSIONES

Se logré la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) esféricas de 11.5 nm de didmetro con
una resonancia del plasmoén de superficie localizado caracteristico de estas, donde el efecto del
acido mercaptopropionico indujo la resonancia colectiva debido a la generacién de cimulos. Se
determiné que la mejor condicion inductora de SERS para el aumento y resolucién del espectro
Raman de la linea celular tumoral, HeLa®, fue la quimioadsorcién a pH 12 a la concentracion final
de 0.01 mM de MPA.

El impacto del incremento en las bandas del espectro Raman en las regiones
correspondientes a lipidos y acidos nucleicos estan altamente relacionadas con la diferenciacion
de los estadios del cancer. Por lo tanto y debido al modelo utilizado, este estudio podria beneficiar

a la deteccidon oportuna de lesiones escamosas intraepiteliales de bajo y alto grado de cérvix.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda probar una variacion en el tiempo de integracion y en otras regiones de las células
HelLa®. En recientes estudios se ha reportado que las mejores condiciones para el estudio de
sistemas bioldgicos es el laser a una mayor intensidad (80-100 mW) con un menor tiempo de
integracion (desde 1 s hasta 90 s) (Mahadevan-Jansen Ay cols, 1998; Robichaux-Viehoever Ay
cols., 2007; Kanter EM y cols., 2009; Duraipandian S y cols., 2012; Duraipandian Sy cols, 2013),
mientras que en este trabajo fue un tiempo de adquisicion de 300 segundos con el laser a su
maxima potencia (67 mW).
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ANEXO A: PRODUCTOS

Presentacion de cartel en dos congresos

Titulo: Synthesis and Characterization of Silver Nanoparticles Modified with MPA to
Enhancement Raman Signal.

Congreso internacional: 4th International Conference on Nanotechnology in Medicine, 09 de
noviembre de 2016, Polonia.

Congreso nacional: XXI reunién universitaria de investigacién en materiales, 03 de diciembre
de 2016, México.

Resumen: Surface Enhancement Raman Spectroscopy (SERS) is an analytic technic that have
been recently studied for biomedical application, like tumor cell differentiation in diagnosis of
cancer. The enhancement depends to size, shape and architecture of metal nanoparticles that
are the most active SERS substrates. Although, silver nanoparticles (AgNPs) are more efficient
than gold or cupper, in spite of their instability. In this sense, nanofabrication keeps being an active
topic for new shape and architecture of AgNPs. In this work we propose to use AgNPs modified
with 3-mercaptopropionic acid (MPA) as stabilization agent to create SERS substrates with
different architecture. Silver nanoparticles were synthetized according to Agnihotri S. et. al. 2014,
at final concentration of TSC (0.5 mM) and AgNO3 (0.2 mM) and NaBH4 (2 mM) at 60 °C during
30 min in darkness. The reactions were carried out at 7 to 12 pH with final concentration of 0.1
and 0.01 mM of MPA, in the dark to end point. The results showed non modified AgNPs size of
20-30 nm with a single and stretch plasmon band (peak at 395 nm). Once modified with MPA we
observed non remarkable changes on the plasmon resonance spectra (little shifted at 400 nm).
However up to 9 dramatically changes were observed, the plasmon resonance spectra being loss
intensity and double broad band at 400 and 570 nm. The analysis of solid structure by atomic
force microscopy identified high grade of agglomeration in contrast with the reaction carried out at
7-8 pH. The better condition was 0.1 mM of MPA at 7-8 pH, where we observed zones with high
degree of nanoarchitecture, formation of nanowires and lamellar structure induced by MPA
modification and no changes in plasmon resonance spectra, hence we propose use as SERS

substrate to detect changes in biochemical finger print of tumor cells by Raman spectroscopy.
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ANEXO B: ESTABILIDAD EN SALES

Con la exposicién de las AgNPs y AgNPs@MPA a diferentes concentraciones de PBS se prob6
su estabilidad en un medio similar a las condiciones presentes en un sistema biolégico. En el
espectro de absorcién de cada condicion (Figura 24, Figura 25, Figura 26) se observo la perdida
de estabilidad de la solucion coloidal, resultando en la aglomeracion y precipitacion de las
nanoparticulas. Las AgNPs presentaron una resistencia mayor a la presencia de sales
precipitando al estar expuestas a un 30% de PBS, en comparacion a las AgNPs@MPA que al
20% de PBS precipitaron.
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Figura 24: Espectros de absorcion UV-Visible para la condicion #10.
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AgNPs en HO AgNPs en PBS 1X
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Figura 25: Espectros de absorcion UV-Visible para la condicion #11.
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Figura 26: Espectros de absorcion UV-Visible para la condicion #12.
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