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ABSTRACT

Nowadays, the biomedical uses of the coupling gold nanoparticles (Au NPs) with
Epidermal Growth Factor (EGF) have attracted huge attention because of its potential
for theranostic activity, which could be useful for diagnosis of diseases and for the
treatment of neurodegenerative diseases. Due of this, there are great interest to know
the nature of the intermolecular interactions between the Au NPs with EGF. In a first
step, the Au NPs were synthesized by chemical reduction of tetrachloroauric acid
using sodium citrate as reducing and capping agent. The Au NPs were characterized
by UV-VIS spectroscopy TEM, XPS and zeta-potential. In a second step, the Au NPs
with EGF was coupled. Subsequently, the coupling Au NPs with EGF were
characterized by UV-VIS, FTIR, XPS, TEM and zeta-potential. The Au NPs with an
average diameter size of 8.09 nm were obtained. After coupling the Au NPs with EGF,
the average diameter size increased to 9.14 nm. XPS show an electrostatic interaction
between Au NPs and EGF. The zeta potential corroborates these results that for the
first time allow us to identify interactions between AuNPs with EGF. These results
indicate the great potential use of the bionanocomposite, due to the Au NPs may act

as carriers of EGF for neurodegenerative disease treatment.
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RESUMEN

En la actualidad, los usos biomédicos del acoplamiento de nanoparticulas de
oro (NPs de Au) con el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) han tenido un gran
auge dentro de la comunidad cientifica debido a su actividad regeneradora a nivel
celular y su potente actividad teranostica, logrando revertir el avance de
enfermedades como el cancer. Por lo tanto, es de interés conocer la naturaleza de
las interacciones de las nanoparticulas de oro y la estructura proteica del Factor de
Crecimiento Epidérmico. Para lograr lo anterior, se sintetizaron nanoparticulas de oro,
con un tamafio promedio de 8.09 nm de diametro, mediante la reduccién quimica de
un precursor de iones de oro utilizando citrato de sodio, y se caracterizaron por
espectroscopia UV-VIS y microscopia electronica de transmision (MET);
posteriormente se realizO un acoplamiento fisico del Factor de Crecimiento
Epidérmico con las NPs de Au y se caracterizaron mediante técnicas
espectroscopicas de UV-VIS, FTIR, XPS, ademas de TEM y Potencial Z; por ultimo,
se lograron elucidar interacciones electrostaticas entre las NPs de Au y el grupo

funcional amino de la estructura proteica correspondiente al EGF.

VI
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INTRODUCCION

Los estudios recientes sobre la sintesis de nanoparticulas de oro (NPs de Au)
han brindado precisién sobre las propiedades fisico-quimicas y Opticas que poseen,
ademas de demostrar que dichas nanoparticulas son inertes, biocompatibles y no

toxicas.

La superficie de las NPs de Au puede ser facilmente modificada para una aplicacion
determinada y ligarse para dar orientacion hacia cierta regién de interés in vivo, es
por ello que ciertos farmacos o recubrimientos biocompatibles se pueden acoplar a
la superficie. En la actualidad, las NPs de Au han tenido una gran importancia como
vehiculo para transportar farmacos, sin embargo es importante implementar técnicas
de caracterizacibn que permitan conocer como funcionan y cuéles son sus

interacciones a nivel molecular.

En el presente trabajo se estudiaron dichas interacciones acoplando las NPs de Au
con el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) el cual es una citosina con capacidad
mitogénica, por lo tanto es un agente potencial para la regeneracion celular. La
caracterizacion se realizd con la técnica espectroscopica de UV-Vis, donde se
identificé y analizé la resonancia de plasmon superficial caracteristica de las NPs de
Au; ademas, se llevo a cabo la caracterizacién morfoldgica por la técnica MET donde
se visualizaron claramente los tamafios de NPs deseados. El reconocimiento de los
grupos funcionales que integran el EGF fueron determinados por medio de FTIR; el
reconocimiento de dénde y cédmo se lleva a cabo el anclaje de las NPs de Au con el
EGF se determind por medio de XPS. Por ultimo, se corroboraron los resultados
obtenido de XPS con un analisis de Potencial Z, donde se identificaron las cargas de

las NPs de Au y el acoplamiento (NPs de Au-EGF).

Hoy en dia se intenta implementar sistemas terandsticos, dando paso a una nueva
ciencia conocida como “bionanomedicina”[1, 2], la cual abrirh muchas puertas a la

investigacion, que si bien es cierto es el futuro del desarrollo tecnoldgico; por ello es

1
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relevante dar a conocer, que este trabajo es la antesala de una investigacion con
mucho potencial, debido a que el EGF promueve la proliferaciéon y migracion de
precursores oligodendrogliales de la zona subventricular y favorece la remielinizacién
en el cuerpo calloso; debido a esto sera posible disefiar tratamientos para pacientes
con esclerosis multiple, conocer mas sobre esta enfermedad y sobre todo intentar

revertirla.
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CAPITULO |I. ANTECEDENTES

1.1 Nanomateriales

La ciencia de materiales es tan antigua como el hombre mismo, sin embargo dia a
dia presenta avances novedosos, tal es el caso de la Nanociencia, la cual ha cobrado
suma importancia debido a las mdultiples aplicaciones que presenta la materia en la
escala de los nandmetros. De aqui se ha derivado a su vez la nanotecnologia
encargada, principalmente, del disefio, la manipulacioén, caracterizacion, produccion

y aplicacién de nanoestructuras, nanodispositivos, nanosistemas, entre otros[3].

Los materiales nanométricos presentan caracteristicas muy diferentes a los
materiales macroscopicos, es decir, las propiedades de las nanoestructuras se
comportan de manera distinta a los mismos materiales a mayor escala presentando
asi diferencias fisicoquimicas y eléctricas. Con base en lo descrito, estos materiales
prometen multiples aplicaciones en diversas areas, como la medicina, biologia,
estudio de propiedades épticas y magnéticas, entre otras. En la actualidad estos
materiales nanométricos se han empleado comol[4]; almacenamiento de datos[5],
catalisis[6], y en el area biomédica, tal es el caso de liberacion de farmacos y terapia
génica[7], obtencién de imagenes moleculares diagndsticas[8] y como sensores

bioldgicos[9], entre otros.

Es por esto que surge la necesidad de manejar y controlar las caracteristicas de las
nanoparticulas, tales como forma, tamafio y composicion quimica[l0]. Esto se
reflejara directamente en sus propiedades Opticas, eléctricas y magnéticas,
principalmente. Las propiedades de los nanomateriales metalicos son consideradas
como Unicas debido a las caracteristicas que presenta la banda de conduccion[11].
Las propiedades de un material vienen determinadas por la posicién del nivel de
Fermi (eF) y su estructura de bandas electrénicas. El nivel de Fermi corresponde al

nivel energético mas alto ocupado como se muestra en la figura 1.0.
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Figura 1. Los niveles energéticos desocupados mas bajos conforman la banda de conduccion (lila);
los niveles ocupados de mayor energia, la banda de valencia (fucsia). En los metales, la banda de
conduccion y la de valencia se solapan. En los no metales, en cambio, aparece una brecha
energética que dificulta el paso de los electrones de una banda a otra [12].

Por su composicion, los nanomateriales se pueden clasificar en nanomateriales
metalicos, semiconductores, 6xidos metalicos y nanocompositos[13]. Por su forma,
la clasificaciobn es mas compleja, ya que se basa en caracteristicas tales como
esfericidad, llanura y la relacion longitud-radio de la nanoparticula[14]. Los
nanomateriales metalicos son de suma importancia debido a la variedad de
propiedades Opticas, magnéticas y eléctricas que presentan, las cuales se basan en
la estructura de su banda electronica y las diferencias de la misma comparada con la
banda de un semiconductor, o bien, de un aislante. Asimismo, los hanocompositos
se refieren a materiales que se constituyen de mas de un tipo de material
convencional, dicha combinacién puede darse entre materiales organicos,
inorganicos y biologicos, o bien, una mezcla de materiales con propiedades fisicas

y/o quimicas diferentes[15].
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Si se compara un metal macroscopico con una nanoparticula metalica, se observan
diferencias notables en su reactividad quimica, asi como en su estabilidad cinética y
termodinamica, cambios en la relajacion fotdnica y electronica, todo esto debido a la

elevada relacién superficie-volumen|3].

Por otro lado, la obtencidbn de nanoparticulas se puede llevar a través de dos
procesos basicos, el primero de ellos denominado top-down, en el cual se parte de
un material macroscopico, hasta llegar a la nanoparticula. Este tipo de proceso
involucra, por lo general un mecanismo fisico o mecanico de molienda y
posteriormente una estabilizacién de la particula obtenida a través del uso de un
agente protector coloidal. Sin embargo también se han empleado técnicas litogréficas

para el mismo fin[16].

El otro proceso general, se conoce como bottom-up en el que se empieza por atomos
hasta llegar a la nanoparticula. Dentro de estos procesos, uno de los mas importantes
es el método quimico de reduccién quimica de una sal metélica. En este caso también
se emplean agentes estabilizantes como polimeros y surfactantes, los cuales
controlan el crecimiento de la nanoparticula, y previene la aglomeracién de
nanoclusters[17]. Ademas de esta clasificacién general, los métodos de sintesis se

pueden dividir en fisicos, quimicos y biol6gicos[18].

1.1.1 Nanoparticulas de metales nobles

Las nanoparticulas metalicas presentan propiedades O6pticas derivadas
directamente de la estructura de su banda electrénica; el borde de esta banda esta
mas afectada por confinamiento cuantico que la de un semiconductor. El nivel de
Fermi de un nanomaterial metalico se ubica en el centro de la banda, lo cual difiere
por completo con la de un aislante o un semiconductor, ademas cuando los
electrones en el material estan restringidos en su movimiento en una regién muy

pequefia se observa el confinamiento cuantico[15].
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Los metales nobles presentan una intensa absorbancia Optica, cuando la frecuencia
del foton incidente se encuentra en resonancia con la excitacion colectiva de los
electrones de la banda de conduccion. Con base en lo anterior, las nanoparticulas de
metales nobles, principalmente, presentan una respuesta Optica denominada
Resonancia de Plasmon Superficial (RPS), debido a una radiacion ejercida sobre el
material a través de un campo eléctrico externo[19]. La frecuencia resonante se
encuentra fuertemente ligada al tamafio de la nanoparticula, a su forma y a sus
propiedades dieléctricas del medio circundante[15]. Debido a la presencia del
plasmon de superficie, las nanoparticulas metalicas incrementan drasticamente la
seccion trasversal de absorcion de energia electromagnética, generando
eficientemente energia térmica y un incremento de temperatura sobre la superficie y
alrededor de la particula este efecto puede ser empleado como un mecanismo de
dafo sobre el tejido vivo causando una destruccion celular irreversible o también

como un mecanismo de liberacién de farmacos por respuesta térmica.
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Figura 2. Espectro de UV-Vis de Nanoparticulas de Au [20].

El tamafio nanométrico de estos sistemas hace que sean mas faciles de incorporar
en sistemas biolégicos. Las nanoparticulas metélicas se pueden conjugar con
moléculas pequefas, funcionalizar con biomoléculas e incluso con ligantes de

reconocimiento selectivo con la finalidad de lograr una especificidad molecular[21].
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Las particulas a escala nanométrica, e incluso micrométrica, han sido empleadas en
multiples aplicaciones médicas. Las propiedades mas importantes a considerar para
emplear las nanoparticulas en esta area son: baja toxicidad, biocompatibilidad, son
faciles de inyectar y se acumulan en el 6rgano o tejido de destino si estas son

magnéticas[22].

Debido a la excepcional sensibilidad del RPS a cambios en el medio que rodea a la
particula, estas son candidatos ideales para el biosensado e imagenologia 6ptica; por
ejemplo, el uso de nanoparticulas bimetalicas de Au recubiertas con SiO2 de 150 nm
de didmetro ha servido para detectar analitos en baja concentracion presentes en la
sangre[23].

1.1.2 Nanoparticulas de oro (NPs de Au)

Las NPs de Au poseen multiples propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas,
las cuales van relacionadas a su tamafio, lo cual es primordial para ser empleadas.
Dichas nanoparticulas pueden ser facilmente funcionalizadas con un amplio abanico
de ligandos (anticuerpos, polimeros, sondas de diagndéstico, farmacos, material
genético, etc.)[24].

Las NPs de Au pueden ser producidas en distintos métodos de sintesis, los cuales
no presentan gran dificultad, ademas de ocupar cantidades trazas del precursor, lo
cual ademas de hacer facil la sintesis la hace econdémica y muy viable. La
polidispersidad y las formas son altamente controladas debido a la adicion de
reductores como es el citrato de sodio; esto hace mas importante el estudio de ellas,
pues seran facilmente identificables si se desea aplicar a organismos in vivo[24]. En
la figura 3 se muestran, las aplicaciones de dichas NPs de acuerdo a su tamafo y

forma.
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Figura 3. Aplicaciones de las nanoparticulas de Au [25].

Estudios recientes han comprobado la interaccion entre Au y algunos grupos
funcionales como en el caso de tioles y carboxilos, adecuados para la conjugacion
con Au[26]. De igual forma, se ha indagado sobre las interacciones de proteinas con
la superficie de NPs de Au, como es el caso de cupredoxin-redox. A esta proteina se
le introdujo un puente disulfuro para promover su anclaje a la superficie de Au, sin
perturbar su sitio activo. Se utilizaron técnicas como la espectroscopia UV-Vis, la
dispersion Raman y la microscopia para conocer el efecto que tienen las NPs de Au
con la proteina. Los resultados dieron a conocer que dichas moléculas quedan auto
ensambladas con enlaces fuertes de coordinacion e inmovilizadas sobre sustrato de
oro[27].

En la actualidad se han estudiado las interacciones electrostaticas entre NPs de Au
y nanotubos dopados con nitrdgeno, procedentes de un tratamiento térmico con
NH3[28, 29], donde un polielectrolito catiénico se adsorbe en la superficie de los

nanotubos por interaccion electrostatica[30].

1.1.3 Nanoparticulas metalicas y su uso como agentes terandsticos

Las nanoparticulas hibridas (organica/inorganica) han surgido como una
solucion simple para la generacién de sistemas terandsticos, es asi que el disefio de
éstas ha sido una fuente importante de dichos sistemas debido a sus propiedades
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fisicas, quimicas y magnéticas; por otra parte, las nanoparticulas de oro han sido
extensamente estudiadas como estrategia de diagndstico y terapia en el tratamiento
de cancer, siendo estos dos sistemas de nanoparticulas las més relevantes entre los

terandsticos[31].

Sabemos que la frecuencia del plasmon de resonancia superficial de las
nanoparticulas de oro esté intimamente relacionada con propiedades de este sistema
tales como tamafio, forma, disolvente, ligante, propiedades dieléctricas,
funcionalizacion de la superficie e indice de refraccién del medio que las rodea; por
lo cual sus propiedades colorimétricas Unicas han incrementado su aplicacién en la
deteccion de sistemas biologicos, explotando sus propiedades épticas en secuencia
de ADN, deteccion de desérdenes genéticos, ensayos de hibridacion, citometria,

entre otros[32].

Las nanoparticulas tienen caracteristicas diferentes, es decir, el material del que
estan hechos, tamafio, forma, carga eléctrica, magnética y propiedades opticas. Por
otra parte, las nanoparticulas pueden ser modificadas por la conjugacién de los
grupos funcionales reactivos y cargas. Estas caracteristicas determinan la naturaleza
de las interacciones entre las nanoparticulas y las células, tales como la capacidad
de las nanoparticulas de unirse o penetrar en las células, o para afectar las
reacciones bioquimicas. La naturaleza de las interacciones determina la respuesta
celular a las nanoparticulas, como se manifiesta por la modificacion de la morfologia

celular, la actividad o la diferenciacion.

1.2 Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

El factor de crecimiento epidérmico (EGF, siglas en inglés de Epidermal
Growth Factor), proviene de una familia de factores de naturaleza proteica ubicada
en el cromosoma 4, con un peso molecular de 6.045 Da, es una biomolécula
pequefia, estable y resistente de 53 aminoacidos; es conocido como factor de
crecimiento o de transferencia, el cual interviene en diversas etapas del crecimiento
celular. En la actualidad ha sido aislado, purificado, cristalizado, y presenta

9
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propiedades acidas. EI EGF posee 3 puentes disulfuros en Cys-6 - Cys -20, Cys-14 -
Cys-31, Cys-23 - Cys-42, enlaces peptidicos y la cadena de residuos contiene 13
(Tyr) tirosina, 14 (Arg) arginina, 47 (Leu) leucina, 42 (Cys) cisteina; ademas de un
extremo a amino libre al comienzo de la cadena, en otro extremo carboxiterminal
arginina de la forma B [33]. En presencia de ribosomas presenta una importante
actividad de hidrolisis del GTP (guanosin trifosfato), el cual se escinde en GDP
(guanosin difosfato) y fosfato inorganico. Se han obtenido dos tipos de mutantes de
E. coli que producen este factor modificado: en uno, el factor es termoestable y se
inactiva a 40°C; en el otro, ya no es sensible al acido fusidico (inhibidor)[33]. Es
importante resaltar que se utilizara el EGF obtenido de E. coli para el desarrollo del

presente trabajo.

El EGF es un mensajero que emite sefial para que se lleve a cabo el crecimiento
celular, y es liberado por las células en las zonas de crecimiento activo, estimulando
su capacidad de division. El mensaje es recibido por un receptor en la superficie
celular, que se une a EGF y transmite el mensaje a las proteinas de sefalizacion

dentro de la célula[33].

Recientemente se ha descrito que el factor de crecimiento epidérmico estimula a las
células madre astrocitarias, a sus precursores secundarios para proliferar y migrar de
forma considerable. Estudios in vitro muestran que el EGF incrementa la proliferacion
de los progenitores neurales derivados de la zona subventricular (ZSV: Zona
Subventricular, el principal nicho neurogénico del cerebro adulto)[34, 35]. Estudios in
vivo indican que las infusiones intracerebrales de EGF dan lugar a un incremento en
la proliferacion celular tanto en las regiones periventriculares como en la ZSV[36-38].
Particularmente, se ha demostrado que la estimulacién in vitro con EGF provoca que
células aisladas de la ZSV proliferen y den origen a un numero importante de
progenitores oligodendrogliales[39]. Un estudio reciente demostré que la infusion
intracerebro-ventricular ininterrumpida durante una semana del EGF genera un gran
numero de oligodendrocitos en el cuerpo calloso, los cuales derivan de forma muy
importante de las células madre subventriculares[40]. Notablemente, estos
oligodendrocitos estimulados por el EGF son eficientes en el proceso de reparacion
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de las lesiones desmielinizantes y pudieran ser una terapia loable para el manejo de

estas patologias[41].

No obstante, un inconveniente que se ha observado con la aplicacion del EGF es su
gran capacidad de difusion dentro del cerebro; de hecho la infusion intracerebro
ventricular produce crecimientos celulares aberrantes, denominados polipos, que
protruyen hacia la cavidad ventricular[42]; otro efecto indeseable que se ha
observado es la aparicion de una gran cantidad de células infiltrantes que se
dispersan de forma muy importante por todo el parénquima cerebral[43]. Esto
eventos limitan la aplicacion del EGF en alguna terapia de restitucién celular en
modelos desmielinizantes. Al respecto, el modelo mas estudiado y eficiente para
replicar enfermedades desmielinizantes es el modelo de administracion de cuprizona
utilizado desde los afios 60s, que consiste en: al alimentar roedores con este quelante
de cobre se produce una deficiencia del mismo y en consecuencia se origina la
desmielinizacion del sistema nervioso (Doan, et al. 2013), inhibiendo las enzimas
mitocondriales dependientes de cobre citocromo-oxidasa y monoamino-oxidasa. En
resumen, esta perturbacién en el metabolismo energético lleva a apoptosis de
oligodendrocitos maduros, sin dafiar otro tipo de células en el sistema nervioso
central.[43]

Las nanoparticulas, por sus propiedades fisicoquimicas especificas, podrian
representar un vehiculo muy eficiente para favorecer la liberacién de EGF dentro del
parénquima cerebral; lo cual limitaria la libre difusiéon del EGF dentro del tejido
nervioso y pudiera evitar los crecimientos celulares aberrantes que ahora se

observan en regiones cerebrales distantes al sitio de infusion del EGF.

1.2.1 Acoplamiento de NPs de Au-EGF

Las nanoparticulas hibridas de oro acopladas con EGF (NPs de Au-EGF) han
surgido como una solucién a diferentes enfermedades[25], de forma que el disefio de
estos biocompositos es importante, asi como la consideracion de las propiedades de
sus componentes. En la figura 4, se muestra una representacion esquematica de la
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molécula del EGF, en la cual se observan los grupos funcionales expuestos; dichos
grupos funcionales son acidos carboxilicos, grupos aminos y sobre todo los tres

puentes disulfuros presentes[31].

Figura 4. Secuencia de aminoacidos del EGF, sefalando los tres puentes disulfuro. [44]

En la actualidad, el acoplamiento (NPs de Au-EGF) ha tenido potencial como agente
terandstico y sobre todo como biosensores en células in vivo. Usando una técnica
simple y de bajo costo: donde se registran la resonancia de plasmon superficial
(RPS), la repuesta de la solucién de NPs de Au y del acoplamiento (NPs de Au-
EGF); después de la incubacion en cultivos con cepas benignas de células epiteliales
(HaCaT) y dos lineas de células epiteliales cancerosas malignas (HOC 313 clones 8
y HSC 3); se observo por imagenes de dispersion de luz que las NPs de Au se
encuentran dispersas en las formas y agregados en el citoplasma celular y
proporcionan informacion anatémica, su captacion es especifica para las células
malignas. Las nanoparticulas y el anticuerpo conjugado (anti-EGFR) especificamente

se unen homogéneamente a la superficie de las células cancerosas con 600% mayor
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afinidad que a las células no cancerosas: esta especificacion homogénea de unién
genera una banda de absorcion RPS relativamente nitida con respecto a las células
no cancerosas. Los resultados sugieren que los espectros de absorcion RPS que
generan las nanoparticulas de oro bioconjugadas con el anti-EGF pueden ser Utiles
como biosensores moleculares para el diagnostico y la investigacion de las células

cancerosas de estar epiteliales orales in vivo e in vitro[45].

Estudios recientes del acoplamiento, que estan relacionado con la energia absorbida
por NPS de Au y su facil bioconjugacion, sugieren su uso como agentes fototérmicos
selectivos en células cancerosas con cierta orientacion molecular, dan a conocer la
incubacion con dos lineas de células escamosas de carcinoma (HSC 313 y HOC 3
Clon 8) y una linea celular epitelial benigna (HaCaT), se incuban con el receptor del
factor de crecimiento anti-epitelial (EGFR) conjugado con NPS de Au, donde son
expuestas a un laser continio de iones de argon. En este experimento se logra
observar que las células malignas requieren menos de la mitad de la energia laser
para ser eliminadas que las células benignas después de la incubacion con el
acoplamiento (NPs de Au-EGF)[46].

Hoy en dia las NPs de Au son funcionalizadas con multiples biomoléculas, donde las
interacciones varian de acuerdo a los grupos funcionales presentes. Un ejemplo de
estas funcionalizaciones es el caso de NPs de Au interaccionando con L-cisteina
soportadas en HOPG (Highly Oriented Pyrolytic Graphite), donde se estudian las
posibles interacciones que pueden tener. La cisteina es un aminoacido que posee un
grupo tiol en la cadena lateral, el cual es capaz de formar enlaces covalentes con las
superficies de metal, como el Au. Estos biocompositos han sido empleados en
catdlisis, en procesos de oxidacién selectiva, teniendo un gran potencial, es por ello
gue han tratado de elucidar sus interacciones, lo cual lo hacen con una técnica
potente para descifrar el ambiente quimico, pero sobre todo las interacciones de
dichos compuestos la cual es XPS. En este estudio comparan la region visible del
oro, azufre y nitrégeno, donde se observan ligeros desplazamientos correspondientes

a los enlaces de coordinacion que surgen entre las NPs de Au y la cisteina[47].
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Ademas de funcionalizaciones de NPs de Au con aminoacidos, se han estudiado
como medios de caracterizacion asistida para aplicaciones biomédicas, observando
el efecto de NPs de Au sobre superficies modificadas de aminas funcionalizadas en
placas de multiples pocillos (PS) y superficies de vidrio desplazadas (GS); en dicho
estudio se pretenden encontrar las interacciones que surgen durante los tratamientos
antes y después de hacer uso de las NPs de Au, con XPS, observando cambios en
la regidn visible del oro, asi como en la del nitrdgeno. Los resultados obtenidos son
los siguientes: aminas funcionalizadas con PS sin NPs de Au se refleja un pico en la
region del Nitrégeno en 400.3 eV; mientras tanto cuando estan en asistidas con NPs
de Au, la energia aumenta 0.2 eV; esto indica que la adsorcion fisica de NPs Au sobre
la superficie de la placa PS aminado, se debe a interacciones electrostéaticas y
enlaces de hidrégeno, ademas de que en la regidn del oro, se ven dos picos uno de
83.8 eV en 4f 7/2, y el otro de 87.4 eV en 4f 5/2, lo cual evidentemente corresponde
a la presencia de las NPs de Au en el sistema. Posteriormente comparan estos
resultados con la amina funcionalizadas con GS, donde en la region del nitrégeno se
registra un pico de 400.5 eV, y en presencia de las NPs de Au disminuye a 400.0 eV,
en la region del Au se registran picos de 84.3 eV en 4f 7/2 y el otro de 88.0 eV en 4f
5/2, al mismo tiempo comprueban la presencia de NPs después de tratamientos
especificos, lo cual garantiza este método como eficaz para la caracterizacion en la
industria[48].

Al igual que las investigaciones anteriores, surgen novedosos sistemas con
propésitos muy prometedores, como: la unién de NPs de Au de tamafios promedio
de 5-10 nm con microtubulos (filamentos de proteina aB-tubulina) para la futura
fabricacion de blogues de circuitos integrados, ellos resaltan el interés por encontrar
interacciones entre sistemas como las proteinas y sistemas metélicos como las NPs
de Au. Dentro de los analisis, se establece que los aminoacidos como la histidina,
arginina y lisina, poseen posibles sitios de unién con metales*?, y la busqueda
mediante SERS de una variedad de grupos funcionales que pudieran interactuar con
las NPs de Au incluyendo imidazol, azufre, anillos aromaticos, amina, y carboxilato;
encontrando sefiales intensas de anillos de imidazol, proponiendo asi la interaccion
potencial con el aminoacido histidina. Por ello se realizaron un analisis de XPS para
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identificar la naturaleza de la interaccion, en la region visible del Au y del N, antes y
después de la funcionalizacién de las NPs con los microtibulos, demostrando la
presencia del oro metélico; sin embargo, posteriormente se observan picos de menor
intensidad al funcionalizarse con los microtubulos, lo cual asocian con la posible
oxidacion de las NPs al funcionalizarse. En los espectros de la regién visible del
nitrégeno, presentan la deconvolucion correspondiente a la proteina, donde observan
dos picos uno en 400.2 eV y otro en 401.6 eV, las cuales se determinaron como
amina y amina protonadada; una vez que funcionalizaron los microtubulos con las
NPs el pico a la energia de enlace superior desaparece, dejando un solo pico a 400.2
eV. La pérdida del pico de energia mas alto de union la asocian a una indicacion de
gue el Au es adsorbido por la carga positiva de la amina, donando electrones a

nitrégeno.

En otros estudios sobre interaccién de NPs de Au, pero con aminoacidos, se denotan
interacciones con aminoacidos basicos como la lisina y acidos como el acido
aspartico; en donde se dan a conocer mediante UV-Vis, desplazamientos hacia el
rojo cuando las NPs se encuentran funcionalizadas, asumen que es debido a la
cobertura que se logra a través de funcionalizarse con los aminoacidos; también
comentan que podria deberse a agregaciones de las NPs como consecuencia de la
modificacion de la superficie, mediante XPS se determind la presencia del oro; y
discuten acerca de la deconvolucion del nitrégeno haciendo mencion a interacciones
débiles electrostaticas, tomando en cuenta que la superficie de las NPs esta cargada
negativamente y la lisina positivamente a pH neutro; mientras tanto determinan

fuertes uniones con acido aspartico[50].
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CAPITULO 2. TECNICAS DE CARACTERIZACION.

2.1 Espectroscopia

Se denomina espectroscopia a la medicién de la cantidad de energia radiante
gue absorbe un sistema quimico en funcién de la longitud de onda de la radiacion,
basada en la interaccion materia — radiacion electromagnética, y a las mediciones a
una determinada longitud de onda. La teoria ondulatoria de la luz propone la idea de
gue un haz de luz es un flujo de cuantos de energia llamados fotones; la luz de una
cierta longitud de onda esta asociada con los fotones, cada uno de los cuales posee
una cantidad definida de energia. La longitud de onda, A, del movimiento
ondulatorio por el cual es transmitida la energia radiante varia en un intervalo
extremadamente amplio; la magnitud de esta longitud sirve como medio cémodo
para clasificar las diversas formas de radiacion electromagnética. En la figura 5 se

muestra una representacion esquematica del espectro electromagnético[51].
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Figura 5. Espectro electromagnético [52].
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2.1.1 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS)

La espectroscopia UV-VIS es una técnica de absorcion que involucra la
absorcién de luz ultravioleta y visible por parte de una molécula promoviendo el
paso de un electrén desde un orbital molecular fundamental a un orbital excitado;
es decir, que origina que un electréon sea excitado del orbital de baja energia HOMO
al de energia mas alta LUMO. Entonces se producen transiciones de electrones
desde niveles energéticos bajos a niveles mas altos; transiciones entre un orbital
enlazante o un par de electrones libres y otro orbital incompleto antienlazante. La
separacién energética entre estos orbitales moleculares corresponde a las
longitudes de onda del visible. Dichas longitudes de onda se encuentran
aproximadamente entre 190 y 780 nm (situadas en la zona del ultravioleta visible.
En el espectro UV-VIS normalmente sélo se aprecian 2 6 3 grandes bandas.
Las bandas son anchas porque los electrones pueden tener muchos niveles
energéticos dependiendo del entorno (vibraciones y/o rotaciones), de manera que
lo que se suele representar como un nivel energético en realidad son muchos

subniveles y son posibles todas las transiciones.

El espectrofotbmetro recoge todas estas pequefas variaciones de absorcion y da
una banda ancha. No se da el valor del intervalo sino de la transmitancia
méaxima. La transmitancia y la absorbancia se miden en un instrumento llamado
espectrofotometro, la solucion del analito se debe contener en algun recipiente

transparente, tubo o celda[51].

En un espectrofotometro, la luz de una fuente continua pasa a través de un
monocromador (un prisma, rejilla de difraccion o filtro), el cual aisla las radiaciones
de las longitudes de onda deseadas a partir de las radiaciones heterocromaticas
que inciden o se reflejan desde el objeto, seleccionando asi una banda estrecha de

longitudes de onda de luz incidente. Esta luz monocromatica atraviesa una muestra

17



Universidad Auténoma del Estado de México UAEM
Acoplamiento de nanoparticulas de oro con el factor de crecimiento epidérmico (NPs DE Au-EGF) y determinacion de sus interacciones.

de espesor conocido, contenida en una celda o cubeta fabricada con material que
permite el paso de la radiacion en la region espectral que interesa, para luego medir
la potencia radiante de la luz que sale por medio de un detector. La figura 6 muestra

esguematicamente este proceso.

Rendija Luz manocramatica
.
t
1 K
1
) I " “ -‘."
N
M-=—= 3
||| == "-..' —
v . “ "ol
Fl 1 L
’ 1 *
!
Celda de Medicion de la luz
Fuente de luz Prisma Muestra Ley de Larnbert-Beer

Figura 6. Diagrama esquematico del aparato usado para métodos analiticos basados en la
absorcién de energia radiante[51].

La fuente de luz en un espectrofotbmetro por lo general es una lampara de
tungsteno de bajo voltaje, la cual emite en forma continua una regién del
espectro, la intensidad de esa radiacion varia de forma gradual con la longitud de
onda. EI monocromador tiene como componentes principales una ranura de
entrada, un elemento que dispersa la luz en sus longitudes de onda componentes
(en general una red de difraccién), y una ranura de salida que permite seleccionar
la longitud de onda deseada, la cual permite que sé6lo una banda estrecha de éstas
pueda pasar a través de la muestra. El detector es un fototubo que se utiliza para
convertir la sefial luminosa en sefial eléctrica, y asi transmitir informaciones al
procesador de sefal, el cual permite efectuar lecturas de transmitancia y

absorbancia[51].
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2.1.2 Espectroscopiainfrarroja con la transformada de Fourier

La espectroscopia infrarroja es una técnica muy poderosa que proporciona
informacion cualitativa e incluso cuantitativa sobre las moléculas. Data
comercialmente desde 1940 con elementos dispersivos con prismas, estudios mas
interesantes en la espectroscopia de infrarrojo surgen cuando se incorpora la
transformada de Fourier y la sustitucion de los elementos dispersivos por
interferometros. La radiacion electromagnética infrarroja no tiene energia suficiente
para producir transiciones electrénicas en las moléculas; su energia es similar a las
pequefias diferencias energéticas entre los distintos estados vibraciones y
rotacionales existentes en la mayoria de las moléculas; por ello, es una herramienta
especialmente atractiva para el anadlisis estructural en quimica organica e
inorganica[53]. Existen varias zonas en la region infrarroja que permiten determinar
grupos funcionales en las moléculas con una gran precision. En la figura 7, se

recogen dichas regiones, junto con los grupos funcionales méas caracteristicos.
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Enlace Frecuencia de tension Forma e intensidad
Zona 1: 3700-3200 ¢cm !
Alcohol O-H 3650 -3200 cm ™ Fuerte y ancha
Alquino C==C——-MH 3340 - 3250 cm™' Fuerte y fina
Amina o amida N-H 3500 - 3300 cm ! Media, con frecuencia ancha
Zona 2: 3200-2700 cm ™
Aril o vinil sp* C-H 3100 - 3000 cm~! Variable
Alguil sp* C-H 2960 - 2850 cm ™! Variable
Aldehido C-H 2000, 2700 cm ™ Medio, dos picos
Acido carboxilico O-H 3000 - 2500 cm ! Fuerte, muy ancha
Zona 3: 2300 - 2000 cm !
Alquino C==C 2260 - 2000 cm ™" Fina y vaniable
Nitrilo C==N 2260 - 220 cm™! Fina y variable
Zona 4: 1850-1650 ¢cm !
Cetone C=0 1750 - 1705 cm ™" Fuerte
Ester C=0 1750 - 1735em™! Fuerte
Aldehido C=0 1740 - 1720 cm ™! Fuerte
Acido carboxilico C=0 1725- 1700 cm ™" Fuerte
Amida C=0 1690 - 1650 cm ™' Fuerte
Zona 5: 1680 - 1450 cm ™!
Alqueno C=C 1680 - 1620 cm—* Variable
Benceno C=C 1600 y 1500-1450 cm—'  Variable; 1600 cm~! dos picos

Zona 6; 1300-700 cm !

Figura 7.Frecuencias de vibracion de IR caracteristicas de distintos grupos funcionales[53]

La Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier, también llamada FTIR
(Fourier Transform Infrared Spectroscopy), se desarrollé para solventar las
limitaciones de los instrumentos dispersivos, en particular el lento proceso de
barrido; la solucion consistid en el empleo de un dispositivos 6ptico muy simple,
llamado interferémetro. El interferbmetro produce un tipo de sefial Unico
(interferograma) que contiene todas las frecuencias infrarrojas codificadas; la sefal
se puede medir de forma rapida, en unos cuantos segundos. Un equipo FTIR consta
de dos partes; una parte (operacion mecanica), codifica y modula la informacién

espectral empleando un interferometro de Michelson; y la otra parte (operacion
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matematica), procede al procesado de la informacion codificada para producir el

espectro (descodificacion), como se muestra en la figura 8.

|
) T T, PR Caleulos TF —_— ; |

' ] LFE TR T ] LA R T TR TP [T1 TR P T ]

L Wavenurrhers jom 1)

Interferogramas Pl Espectros

Figura 8.Transformacién del interferograma en espectro.

Como todo el espectro IR se mide de forma continua, todos los analitos activos en

IR se pueden identificar y determinar su concentracion.

2.3 Espectroscopia de Fotoelectrones por Rayos X

El XPS es una técnica espectroscopica de fotoelectrones que figura como
una poderosa y versétil técnica cuantitativa no destructiva, que se usa para analizar
la superficie de los sélidos (20 a 30 A de profundidad). Las bases de esta técnica

yacen en la explicacion de Einstein del efecto fotoeléctrico[54].

En un experimento de XPS, la superficie a ser analizada se pone primero en un
ambiente de ultra alto vacio (> 10-9 torr) y luego se irradia con un haz de rayos X
de aproximadamente 1lkeV de energia, causando con ello la fotoemision de
electrones pertenecientes a los niveles profundos (principalmente) y a los niveles
de valencia de los atomos de la superficie. Los niveles profundos se definen como

las capas cuanticas internas que no participan en el enlace quimico, mientras que
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los niveles de valencia estan constituidos por los electrones que participan en el
enlace quimico del atomo. Es necesario mencionar que en un experimento de XPS
las variables que se miden son el nimero de electrones emitidos y la energia
cinética de los mismos; con estos datos se registra un espectro de fotoelectrones
gue consiste en un grafico XY, en la ordenada aparece el numero de electrones
(intensidad) y en el eje X aparece la energia cinética (o de enlazamiento), tal
como se muestra en la figura 2.28[55]. Adicionalmente, en un espectro de XPS los
picos de fotoemisién se etiquetan con niumeros cuanticos de la siguiente forma:
nlj

“n

el niamero cuantico orbital y “” el momento

Con “n” el nimero cuantico principal,

angular total.

La espectroscopia de fotoelectrones por rayos X puede proporcionar, bajo ciertas
condiciones favorables, informacién sobre algunas de las propiedades fisicas,
qguimicas y electrénicas de la superficie bajo estudio. El interés técnico de esta
informacion es enorme en campos como la catalisis, corrosion, tratamientos de
superficies de vidrios. Una de las caracteristicas mas importante de la técnica XPS
es que en algunas ocasiones permite diferenciar distintos estados de oxidacion y/o
situaciones del entorno (coordinacién) de los atomos en las muestras sélidas
analizadas, asi como el estudio de perfiles de composicion, combinando la técnica
con el devastado ionico en el cual se emplean iones de argdbn Ar* acelerados. Un
entendimiento de efecto fotoeléctrico es esencial para poder apreciar el método
de andlisis superficial XPS. Cuando un fotén impacta con un atomo, dependiendo

de su energia, puede ocurrir uno de los tres eventos siguientes[56]:
e EIl foton puede ser desviado por un electron de un orbital atomico,

conduciendo a una pérdida parcial de energia, lo cual se conoce como Efecto

Compton.
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e Elfotén puede interactuar con el atomo y conducir a la produccién de un par
electron-positron.

e El foton puede interactuar con un electrén de un orbital atdbmico y transferir
toda su energia al electron, produciendo de esta manera la emision del

electrén por el &tomo.

El tercer proceso describe correctamente la fotoemisién de un electron. La fisica
bésica de este proceso para un atomo libre se puede explicar por la relacion de
Einstein.

hv=EK+ EB, (1)

Donde “hv” es la energia del foton excitante, “EK” es la energia cinética del electron
emitido, y “EB” es la energia de enlace o ligadura del electron en el atomo, la cual
se define como la energia positiva necesaria para remover el electron del atomo y
ponerlo a una distancia r = « de éste. La figura 9 da a conocer el proceso de

fotoemisidon de un atomo aislado.

Electréon Electrdn
expulsado @ Auger o emisién
de rayos X

—To—o—o—&—o—zp
2s
& 1% 2s

Foton de
rayos X (hv)

(a) (b)

Figura 9. Proceso de fotoemision para un atomo aislado. (a) un atomo que posee en su estado
inicial n electrones, es impactado por un foton de rayos X que le transfiere su energia a un
electrén de un nivel profundo, conduciendo a la fotoemision de dicho electrén. (b) el atomo ahora
en un estado de n-1 electrones puede reorganizarse por la caida de un electron de un nivel de
energia mas alto al hueco formado en el nivel profundo. Puesto que el electron cae a un estado
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de energia menor, el “atomo puede disminuir el exceso de energia expulsando un segundo
electron (electron Auger) o emitiendo un foton de rayos X.

En los sdlidos, la presencia de la superficie hace que una energia adicional se deba
aplicar para remover un electron desde un nivel de energia de un atomo
perteneciente al sélido, hacia el exterior del material. Esta energia adicional se llama
funcién trabajo, ¢, y se define como la minima energia requerida para llevar un
electron del nivel de Fermi al nivel de vacio[54, 57]. Se sabe que un atomo dentro
de un solido estd sometido a multiples interacciones, cosa que complica el proceso
de fotoemision de un sélido, ya que dicho proceso se traduce en un problema de
muchos cuerpos en donde el electron excitado puede experimentar procesos

inelasticos en el volumen (bulk) del material[58].

2.4 Microscopia Electronica de Transmision (MET)

Un microscopio electrénico de transmision utiliza un haz de electrones para
visualizar un objeto, ya que la potencia amplificadora de un microscopio éptico esta
limitada por la longitud de onda de la luz visible, esto se debe a que los electrones
tienen una longitud de onda mucho menor que la de luz. ElI microscopio electrénico
de transmision consiste fundamentalmente de un cafién de electrones (su fuente de
iluminacion), lentes condensadoras, lentes objetivas, lentes intermedias y lentes
proyectoras. El cafion electrénico es la Unica lente electrostatica que tiene el
microscopio electronico; las demas son lentes electromagnéticas. En la figura 10 se
presentan esquematicamente los componentes del microscopio electronico de
observar, existe una fuente analoga en los procesos de formacion de imagenes
transmision convencional. Como se puede observar, existe una fuente analoga en

los procesos de formacion de imagenes de los microscopios electronicos y opticos.
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Figura 10. Comparacion del proceso de formacién de la imagen entre un microscopio éptico (a) y
un microscopico electrénico de transmision (b).

La amplificacion de la imagen es llevada a cabo de la siguiente manera: la imagen
producida por la lente objetiva sirve como objeto para la lente intermedia, la cual
producira una segunda imagen, que a su vez es amplificada por la lente proyectora

para producir la imagen final en la pantalla o en una placa fotogréfica.

Cuando un haz de electrones interacciona con la muestra se producen varios tipos
de sefiales, que nos permiten hacer la caracterizacion estructural y quimica de ésta.
Las sefiales son: electrones retrodispersados, secundarios, absorbidos, Auger,
transmitidos y rayos X caracteristicos. La figura 11 muestra esquematicamente la

interaccion del haz electronico- muestra y las sefiales que se originan.
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E. Auger electrones
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. y Muestra
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E. difractados Transmitidos
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Figura 11.Tipos de sefiales que se producen durante la interaccién del haz electrénico con la
muestra.

Los electrones retrodispersados y secundarios nos dan informaciéon sobre la
superficie de la muestra, permitiendo obtener una imagen topografica de ella. Los
electrones absorbidos, con el detector adecuado, nos dan informacion sobre la
resistividad de la muestra. Los electrones Auger y los rayos X caracteristicos
dependen de la composicion quimica de la muestra, permiten hacer un analisis
guimico de ella. Los electrones que atraviesan la muestra los podemos clasificar en
dos tipos: transmitidos, aquellos que pasan la muestra sin ser desviados de su
direccion incidente; y difractados, aquellos que son desviados de su direccion de
incidencia. Los haces transmitidos y difractados son los que usa la lente objetiva
para formar la imagen de la muestra en un microscopio electrénico de transmision,
como ellos pasan a través de la muestra, portan informacién sobre las
caracteristicas estructurales de ésta. Si en lugar de enfocar el plano-imagen de la
lente objetiva para observar la imagen de la muestra, enfocamos el plano focal de
esta, lo que se observa es un arreglo de puntos luminosos que no son mas que el
arreglo de los haces difractados y transmitidos, este arreglo recibe el nombre de

patrén de difraccion. El analisis del patron de difraccidon nos permitira hacer el
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estudio de la estructura atdmica de la muestra. De hecho los patrones de difraccion

son la huella digital de esta[59].

2.5 Potencial Z

Dentro de los fendbmenos que ocurren en la dinamica coloidal, uno de los que
mayor influencia tiene en el comportamiento de la suspensién es el potencial Z, éste
es la medida de la diferencia de potencial que se genera entre la carga
electromagnética que tienen las particulas en su superficie y la nube de electrones
que larodea, el valor y su signo depende las caracteristicas propias de las particulas

y la fuerza ionica presente en la fase acuosa.

El coloide negativo y su atmdsfera cargada positivamente producen un potencial
eléctrico relativo a la solucion; éste tiene un valor maximo en la superficie y
disminuye gradualmente con la distancia, aproximandose a cero fuera de la capa
difusa. La caida del potencial, y la distancia desde el coloide es un indicador de la
fuerza repulsiva entre los coloides en funciéon de la distancia a las cuales estas

fuerzas entran en juego.

Un punto de particular interés es el potencial donde se unen la capa difusa y la de
Stern. Este potencial es conocido como el potencial zeta, el cual es importante
porque puede ser medido de una manera muy simple, mientras que la carga de la
superficie y su potencial no pueden medirse. El potencial zeta puede ser una
manera efectiva de controlar el comportamiento del coloide puesto que indica
cambios en el potencial de la superficie y en las fuerzas de repulsion entre los

coloides.
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HIPOTESIS

Mediante técnicas espectroscépicas se podran elucidar las interacciones entre las
NPs de Au y el EGF.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar mediante técnicas espectroscopicas las interacciones entre NPs de Au
| EGF.

OBJETIVOS PARTICULARES

-Sintetizar NPs de Au con tamafios menores de 50 nm y caracterizar con las
técnicas TEM, UV-Vis.

-Acoplar las NPs de Au con el EGF y caracterizar por UV-Vis.
-Caracterizar estructuralmente el EGF, y el acoplamiento con FTIR.

-Determinar la interaccion entre las nanoparticulas de Au y el EGF por medio de
XPS.
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CAPITULO lll. METODOLOGIA

3.1 Sintesis
3.1.1 Sintesis de las NPs de Au

Las NPs de Au fueron sintetizadas por el método de reduccion con citrato, el
cual consiste en usar como precursor de Au una suspension coloidal de HAuCls al
1% en 100 ml de H20 desionizada a punto de ebullicion, agregando rapidamente
en el matraz con agitacion 5.0 ml de solucion de citrato de sodio (0.05M en 50 ml
de H20 desionizada) donde los iones de citrato actian como un agente reductor. La
formacion de las particulas ocurre mediante la reduccién del Au3* a Aul* por la
oxidacion del citrato de trisodicé a acetona dicarboxilica, esta tltima se descompone
con la temperatura a que se lleva a cabo la reaccion. Los atomos de Au® se forman
por la disminucién desproporcional de Au'*, lo que conlleva a una reaccién de
oxidacion-reduccién del Aul*[60], Dicha mezcla se calienta continuamente durante
20 min, hasta obtener un color rojo intenso, lo cual indica la presencia de NPs de
Au[46].

3.1.2 Preparacion del acoplamiento de NPs de Au / EGF

Las NPs de Au recubiertas con EGF fueron preparadas de acuerdo al método
descrito por Sokolov, et al., 2006. Las NPs de Au obtenidas se diluyeron en una
solucion buffer 20 mM de HEPES (pH 7.4, Sigma-Aldrich) hasta obtener una
densidad Optica final de 0.8 a 530 nm. 50 pL de EGF (Sigma-Aldrich);
posteriormente, se disuelven en 500 pL de la misma solucién buffer HEPES, para

mantener las condiciones fisioldgicas de la proteina; después, 10 ml de la solucién
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de Au preparada previamente se mezclaron con la solucion diluida de EGF por 20
min.; luego, 0.5 mL de polietilenglicol al 1% (MW=4000, Boheringer) se agregaron
a la mezcla para prevenir su agregacion y la mezcla se centrifugé a 6000 rpm por
18 min.; por ultimo, el biocomposito de NPs de Au/EGF se redisperso en el buffer

PBS (pH 7.4) con el fin de mantener el pH del acoplamiento almacenandose a 4 C.

3.2 Caracterizacion

3.2.1 Caracterizacion de las NPs de Au con y sin EGF mediante UV-Vis

Las propiedades Opticas de las NPs de Au con y sin acoplamiento de EGF
se obtuvieron empleando la espectroscopia UV-Vis, con un equipo Varian Cary 5000
de doble haz, diluyendo 1 ml de NPs de Au y del acoplamiento (NPs de Au / EGF)
en H20 desionizada hasta llenar la celda del equipo; posteriormente se analizo en

un intervalo de 200-800 nm, en modo de absorcidon, con una resolucion de 1 nm.

3.2.2 Caracterizacién morfolégica de NPs de Au con y sin EGF

Se caracterizaron las propiedades estructurales de las nanoestructuras
formadas, tales como morfologia, tamafio de particula y distribucion de las mismas,
para ello se empled un Microscopio Electronico de Transmisién (TEM) JEOL-2100
de 200 kV con filamento de LaB6. Se colocé una gota de las NPs de Au y del
biocomposito (NPs de Au / EGF) en una rejilla y se dej6 secar por 20 min,
posteriormente se introdujo al equipo, analizandola de acuerdo a lo reportado por
Sokolov, et al., 2006.
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3.2.3 Caracterizacion del EGF con y sin NPs de Au mediante FTIR

Con ayuda de la técnica FTIR y del equipo Bruker, modelo TENSOR 27, se
identificaron los grupos funcionales que estan presentes en esta proteina, también
se verifico la presencia de las NPs de Au en el biocomposito (NPs de Au / EGF)
colocando una gota sobre el dispositivo de analisis y operando bajo condiciones

estandar. La resolucion del equipo fue de 8 cm™.

3.2.4 Determinacion de la interaccion entre nanoparticulas de Au y EGF

Los espectros de XPS fueron adquiridos usando un JEOL JPS-9200,
equipado con una fuente de Mg (1253.6 eV) a 300 W, el area de andlisis fue de
3mm?, y el vacio fue del orden de 7,5 x 10 9 Torr para todas las muestras. Los
espectros se analizaron mediante el software specsurfTM incluido con el
instrumento, en todos los espectros la carga fue corregida por medio de la sefal de
carbono accidental (C1s) a 284,5 eV. El método Shirley se utiliz6 para la sustraccion

de fondo, mientras que se utilizé el método de Gauss-Lorentz para la curva.

3.2.4 Caracterizacion con Potencial Z

Se determiné la carga de las NPs de Au y del acoplamiento (NPs de Au-
EGF), con ayuda del equipo Zetasizer 2000 (Malvern Instruments Ltd,
Worcestershire, Reino Unido). El voltaje aplicado a los electrodos de accionamiento
de la celda de electroforesis capilar era 150 V. La muestra se preparoé inyectando 2

ml aproximadamente de solucion en la celda.

31



Universidad Auténoma del Estado de México UAEM
Acoplamiento de nanoparticulas de oro con el factor de crecimiento epidérmico (NPs DE Au-EGF) y determinacion de sus interacciones.

CAPITULO IV-RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Sintesis de NPs de Au

Se realizo la sintesis de NPs de Au, obteniendo una solucién coloidal color
rojo intenso (figura 12), este color se atribuye al tamafio de las nanoparticulas,
debido a que las NPs esféricas y cuasiesféricas de Au tienen un color rojo
caracteristico, en contraste con las NPs de Au en forma de rodillos que presentan
colores diferentes, corroborando lo reportado por El-Sayed, et al. (2006). Los
estudios mas recientes han demostrado que el color de la solucién coloidal se debe
a la oscilacion colectiva de los electrones en la banda de conduccion, a esto se le

conoce como la resonancia del plasmén de superficie[61].

Figura 12. Solucién coloidal de NPs de Au.

4.1.1 Espectroscopia UV-Vis de NPs de Au

En el espectro que se obtuvo de UV-Vis de las NPs de Au (figura 13) se
registro sélo una banda de absorcién maxima en 520 nm, de acuerdo a lo reportado
por El-Sayed, et al. (2008); la banda con el maximo de absorbancia en 530 nm,
corresponde a un tamafio de particula de NPs de Au de 40 nm. Sokolov et al. (2005);
reportan un pico maximo de absorcion en 540 nm, obteniendo NPs de Au con un
tamafio promedio de 50nm.; Liz-Marzan (2004) establece que el nUmero de bandas
representa la morfologia de las nanoparticulas; es decir, la presencia de una banda

en el espectro, refiere morfologia esférica y cuasiesférica, mientras tanto la
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presencia de dos bandas de absorbancia en el espectro reflejan una morfologia de
nanopilares[61]. Por lo que se asume que la morfologia de las NPs de Au

sintetizadas es esférica o cuasiesférica.

Los corrimientos del pico maximo de absorcion hacia el rojo aumenta el tamafio de
las nanoparticulas. Este fendmeno ocurre debido a la oscilacién colectiva de los
electrones en un campo electromagnético, ya que entre mayor sea el tamafio de la

nanoparticula, por consiguiente, se registrara una mayor oscilacioén[20, 46].

Figura 13. Espectro UV-Vis de las nanoparticulas de Au obtenidas.

4.1.2 Microscopia electrénica de transmision de NPs de Au

En las micrografias (figura 14) observamos que si hay presencia de NPs de
Au sintetizadas a partir de citrato de sodio, se identifica una morfologica

cuasiesférica (figura 14a), ademas de corroborar que son uniformes y menores a 50
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nm. En el patron de SAED (figura 14b) se observa una pequefia poblacion de las
NPs de Au obtenidas, ademas de los anillos de difraccion fueron indexados a (111),
(220) y (311) de acuerdo a los planos de difraccion de la estructura cubica de metal
de oro de acuerdo con el patron de XRD caracteristico de oro que corresponden a
archivo JCPDS: 004-0784.

Figura 14.Micrografias obtenidas por MET de las nanoparticulas de Au obtenidas.

El tamafio promedio de las NPs de Au es de 8.09 nm, con una desviacion estandar
de 3.60 (figura 15), el tamafio de las particulas obtenidas fueron los que se
esperaban (tamafios menores a 50 nm), ya que estos brindan mejores propiedades

Opticas[62] y biocompatibles[20, 46].
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Figura 15. Histograma de frecuencias del tamafio de par

4.2 Acoplamiento de las NPs de Au con EGF

Se lograron acoplar las NPs de Au y el EGF con el fin de identificar la
naturaleza de la interaccion que existe entre ambos componentes, el acoplamiento
se puede distinguir al formarse un precipitado después de centrifugar la mezcla
(figura 16), al que posteriormente nos referiremos como bionanocomposito. Una de
las caracteristicas del bionanocomposito es la sensibilidad a cambios de pH vy
temperaturas altas, debido a que al sobrepasar los 40°C, se desnaturaliza la
proteina EGF[63]. Por lo que se sugiere regular el pH y almacenar a 4°C para evitar

su desnaturalizacion.
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Figura 16. Bionanocomposito (NPs de Au- EGF).

4.2.1 Espectroscopia UV-Vis del Bionanocomposito

En el espectro UV-Vis del bionanocomposito (figura 17) observamos un
corrimiento hacia el rojo de 6 nm, comparandolo con el espectro de las NPs de Au
sin acoplar (Figura 13); Joshi, et al. (2004) asocian este corrimiento a la cobertura
gue se obtiene al funcionalizarlas con otros agentes, en este caso las proteinas y
aminoacidos, lineas celulares[45], etc. Ademas de que también se puede deber a
agregaciones de las NPs como consecuencia de la modificacion de la superficie[50].

Figura 17. Espectro UV-Vis del bionanocomposito (NPs de Au-EGF).
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4.2.2 Microscopia electronica de transmision del bionanocomposito

En las micrografias del bionanocomposito (figura 18) observamos una
buena distribucién de tamarfios de particula; las NPs de Au conservan su morfologia,
pese a que se encuentran acopladas al EGF. En el histograma (figura 19) se
observa un aumento del tamafio promedio de particula, con respecto al obtenido
con las NPs recién sintetizadas, el cual es de 8.09 nm, con una desviacion estandar
de 3.60. Al acoplar las NPs de Au con el EGF, el tamafio promedio de particula
resulta de 9.14 nm y se tiene una deviacion estandar de 5.28, sin embargo los datos
se encuentran dentro de la desviacion estdndar, ademas de que posterior a la
sintesis de NPs de Au, se agregaron diferentes sustancias como: PEG, y buffers
como el PBS y el HEPES, los cuales garantizaran la estabilidad del acoplamiento
(NPs de Au-EGF).

Figura 18.Micrografias obtenidas por MET del bionanocomposito (NPs de Au-EGF).
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Figura 19. Histograma de frecuencias del tamafio de particula

4.3 Caracterizacion del EGF con y sin NPs de Au por FTIR

El espectro FTIR de una proteina se considera como una suma lineal de los
espectros de sus cambios conformacionales. Existen numerosas correlaciones muy
bien establecidas entre los espectros infrarrojos para estructuras particulares de
proteinas[64].

La estructura de las proteinas como el EGF se caracterizan por nueve bandas de
absorcién en el infrarrojo[64, 65]. De acuerdo al espectro FTIR obtenido para el EGF
(figura 20), las bandas se asignaron de la siguiente manera: la banda que se
encuentran en 3325 cm™ se asigndé a la vibracién caracteristica del grupo
NH(estiramiento)[66]. Las bandas que se encuentran en 1652 cm™* y 1618 cm, se
asocian a las amidas[67], las cuales se consideran las mas importantes bandas de
la vibracion del esqueleto de las proteinas, siendo la banda amida (V entre 1700-
1600 cm?) la mas representativa, se le asocia a la vibraciéon de estiramiento del
grupo C=0 del enlace peptidico. La banda amida tambien est4 asociada a la

vibracion en el plano del grupo NH (flexién) principalmente y del grupo CN
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(estiramiento)[68-70]; se observan pequefias bandas de vibraciéon en 1397 cm?y
1260 cm™ [69] que corresponden a amidas. Ademas, se observan las bandas de
vibracién grupos amino y grupos carboxilos en 1584 cm (flexién) y 1460 cm-
(estiramiento), siendo estos los grupos caracteristicos de los aminoacidos que

contiene la proteina [71].

Como se observa en la figura 20, en el espectro del bionanocomposito (NPs de Au-
EGF), la banda correspondiente los grupos OH del HEPES (acido 4- (2-hidroxietil) -
1-piperazinetanosulfénico) aparece en los 3446 cm(estiramiento), se identificaron
en 1618 cm? y 1320 cm(estiramiento) bandas caracteristicas de grupos
carboxilato, debido a la presencia del citrato de sodio como pasivante de las NPs;
Ademas, surge una banda intensa en 1179 cm! (estiramiento) correspondiente al
grupo sulfénico del HEPES; también hay una banda intensa en 1074 cm
(estiramiento) que corresponde a las vibraciones del grupo éter C-O-C
(estiramiento), el cual se asocia con la banda principal de absorcion caracteristico
de moléculas de PEG [72]. Esta banda también concuerda con la vibraciéon del

enlace C-N presente en la proteina, lo cual podria explicar su intensidad.

Aun cuando mediante FTIR no es posible determinar algun tipo de interaccion entre
las NPs de Au y el EGF, si es posible aseverar que existe un acoplamiento entre
EGF y NPs de Au debido a las diferencias entre los espectros FTIR de los

componentes antes y después de acoplarlos.
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Figura 20.Espectros de IR de la proteina EGF y de las nanoparticulas de Au acopladas con la
proteina EGF.

4.4 Caracterizacion por Espectroscopia Fotoelectrénica de Rayos X (XPS) y
Potencial Z

De acuerdo al tipo de sintesis llevada a cabo, se espera que las NPs de Au
estén rodeadas de una capa de moléculas de citrato. Lo anterior, es comprobado
por el valor de potencial Z de -30 mV para las NPs de Au, que implica que
efectivamente las nanoparticulas deben tener una capa de cierto grosor de

moléculas de citrato y que sirve también para su estabilidad en solucion[73].

Cuando se genera el bionanocomposito de NPs de Au— EGF, las moléculas de EGF,

por su naturaleza quimica, deben entonces llevar a cabo dos procesos principales
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de anclaje en las NPs de Au pasivadas con citrato. El primer proceso consiste en la
interaccion de tipo electrostatico entre los grupos carboxilato del citrato y grupos
funcionales del tipo amonio del EGF, o algun otro tipo de grupo funcional con
caracter cationico, que pudieron haberse generado durante el procedimiento
experimental de acoplamiento (ver parte experimental). Esta interaccion
electrostatica entre biomoléculas de tipo proteico y moléculas de citrato pasivantes
de nanoparticulas metalicas han sido reconocidas previamente por otros
investigadores[74, 75]. Este primer tipo de interaccion es comprobado en este
trabajo por el valor obtenido de -7 mV del potencial Z para el bionanocomposito. Es
decir, la magnitud de la carga negativa presente en los carboxilatos de las moléculas
de citrato que rodean a las NPs de Au se reduce considerablemente cuando se lleva
a cabo el acoplamiento del EGF, debido, principalmente, a la interaccion
electrostéatica entre los carboxilatos y los grupos funcionales catiénicos que se
hubieran generado en el EGF durante la metodologia de acoplamiento empleada,

disminuyendo asi la carga negativa superficial en el sistema NPs de Au— EGF.

No obstante esa primera interaccién, moléculas de EGF deben de interactuar,
también de manera electrostatica, con los atomos de las NPs de Au durante el
tratamiento de acoplamiento, como ha sido reportado en estudios previos de

acoplamiento de NPs de Au con otras biomoléculas [2,3].

Este segundo tipo de interaccion o anclaje puede corroborarse por los picos
obtenidos en los espectros de XPS de Au 4f 7/2 y de N 1s, donde se analizaron tres

muestras: NPs de Au, EGF y el bionanocomposito (NPs de Au-EGF).

En la figura 21a, se observa la linea experimental punteada, en conjunto con las
deconvoluciones de las NPs de Au obtenidas, en la regién 4f 7/2 del Au, donde se
registran dos picos: uno de ellos ubicado en 83.39 eV, corresponde a Au’ el

siguiente situado en 82.66 eV, correspondiente al pico satélite a5 del Si 2p 3/2 que
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interfiere con la region del oro. Los picos satélites son desplazamientos generados
por las radiaciones alternativas provenientes de la misma fuente, en este caso la
fuente utilizada es de Magnesio, se corrobora la presencia de estos picos en las
capas a3, o4 y este pico en la a5 (es importante describir que la presencia del
elemento silicio, es debido a que lo utilizamos como soporte de dichas muestras).
Al mismo tiempo se deconvoluciond en la region del Au® 4f 7/2 del bionanocomposito
(NPs de Au-EGF) obteniéndose 3 picos, los cuales se muestran en la figura 21b. El
pico en 83.01 eV, asi como el pico en 83.39 eV de la figura 21a son atribuidos a
Au°, sélo que en el espectro del bionanocomposito existe un desplazamiento de
0.38 eV de esta sefial, el cual puede ser atribuido a la interaccion electrostatica entre
los &tomos de Au de las NPs con el nitrdgeno de los grupos amina de la proteina.
Este tipo de interaccidén ha sido identificada por otros autores[48, 50, 76].También
se observa la presencia de un pico nuevo en 83.84 eV (figura 21b), el cual se puede
relacionar con una posible oxidacién del Au cuando las NPs fueron acopladas con
el EGF. Existen reportes en la literatura en donde atribuyen el surgimiento de
nuevos picos, a mayor energia de enlace, al hecho de que el Au se oxida cuando
es funcionalizado[76].
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Figura 21.Espectros XPS: a) NPs de Au en la region del Au 4f 7/2, b) Bionanocomposito (NPs de
Au-EGF) en la region del Au 4f 7/2, ¢) EGF en la region del N1s, d) Bionanocomposito (NPs de Au-
EGF) en la region del N1s.

Hoy en dia se conocen una variedad de grupos funcionales que pudieran interactuar
con las NPs de Au, incluyendo imidazol, azufre, anillos aromaticos, amina y
carboxilatos[49]. Sin embargo, reconocemos mediante infrarrojo los grupos
funcionales presentes en el EGF. En la literatura se establece que en un extremo
terminal del EGF existen 5 aminodcidos basicos[77] (expuestos como se muestra

en la figura 22 en la parte superior de la molécula), como son: la ARG (arginina) y
la HIS (histidina).
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Figu22.Representacidntridimensional de la conformacion mas estable del Factor de crecimiento

epidérmico por Mercury.

Para justificar la interaccion que se registro en la region del Au, se deconvolucion6
en la region del Nitrogeno, tanto de la muestra del EGF como también en el
bionanocomposito (NPs de Au-EGF); analizando el espectro en la regién N1s
correspondiente al EGF, el cual se muestra en la figura 21c, la posicién del pico en
400.24 eV es congruente con la energia de enlace del grupo amina; un segundo
pico de menor magnitud en 401.17 eV[66] lo asociamos con la energia de enlace
de aminas protonadas. En el espectro XPS del bionanocomposito (NPs de Au-EGF)
ilustrado en la figura 21d, se observa un desplazamiento de 0.38 eV de esta Ultima
sefal, el cual puede ser atribuido a la interaccion electrostatica entre los atomos de
nitrégeno de aminas protonadas de la proteina con las NPs de Au. Este tipo de
interaccion también ha sido identificada por otros autores[16, 48, 50, 76]. También
se han reportado comportamientos similares pues han observado cambios de
energia de mayor magnitud cuando el sistema se encuentra funcionalizado con NPs
de Au, indicando una absorcion fisica[48, 78]. Otras investigaciones describen que
debido el acoplamiento de NPs de Au con otras proteinas[76] surgen picos
adicionales de menor intensidad, pero de mayor energia de enlace, ellos establecen

un aumento de 0.8 eV [76], en nuestro sistema es de 0.77 eV, lo cual concuerda
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con hallazgos anteriores de interacciones entre nanoparticulas metalicas vy

biomoléculas.

Descartamos la posibilidad de que interaccione con grupos tioles, pues no
reconocemos la presencia de interacciones con azufre en los espectros de XPS;
pues se encuentra formando puentes disulfuros entre cisteinas otro aminoacido que
pudiera interaccionar con las NPs de Au es la metionina; sin embargo, solo hay un
aminoécido presente en nuestra estructura, pese a esto, debemos tomar en cuenta
gue estos aminoacidos no se encuentran expuestos en la superficie de la molécula

EGF, por lo tanto no son accesibles para interaccionar con las NPs de Au[76, 79].

De acuerdo a la discusion anterior, tanto los resultados de potencial-Z (variaciones
de la carga superficial) como de XPS (desplazamientos en energias de enlace)
permitieron corroborar el proceso de acoplamiento del EGF en Au NPs pasivadas
con citrato; también, a través de estas técnicas fue viable identificar que las
interacciones que ocurren entre la biomolécula y el sistema nanoestructurado son

principalmente de tipo electrostatico[2].
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Abstract

Nowadays, the biomedical uses of the coupling gold nanoparticles (Au NPs) with
Epidermal Growth Factor (EGF) have attracted huge attention because of its
potential for theranostic activity, which could be useful for diagnosis of diseases and
for the treatment of neurodegenerative diseases. Therefore, there is great interest
to know the nature of the intermolecular interactions between the Au NPs with EGF.
In a first step, the Au NPs were synthesized by chemical reduction of tetrachloroauric
acid using sodium citrate as reducing and capping agent. The Au NPs were
characterized by UV-VIS spectroscopy TEM, XPS and zeta-potential. In a second
step, the Au NPs with EGF was coupled. Subsequently, the coupling Au NPs with
EGF were characterized by UV-VIS, FTIR, XPS, TEM and zeta-potential. The Au
NPs with an average diameter size of 8.09 nm were obtained. After coupling the Au
NPs with EGF, the particles average diameter size increased to 9.14 nm. XPS shows
an electrostatic interaction between Au NPs and EGF. The zeta potential
corroborates these results. So, for the first time it was possible to identify the
interactions between AuNPs with EGF. These results promise great potential for the
use of this bionanocomposite, since the Au NPs may act as carriers of EGF for

neurodegenerative disease treatment.

Key words: electrostatic interactions; coupling gold nanoparticles; epidermal
Growth Factor; neurodegenerative disease; bionanocomposite.
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1. Introduction

Biomedical applications of nanotechnology include delivery of drugs, proteins and
peptides [1], detection of molecules, organisms and even viruses [2], the controlled
drug targeting or some other substance to target, the diagnosis through magnetic
resonance imaging [3], or the treatment of neurodegenerative diseases, cancer or
diabetes mellitus, among others [4]. The epidermal growth factor (EGF) is involved
in various stages of cell proliferation, tissue regeneration, cell survival among others
[5]. Recent studies supported the hypothesis that the low EGF levels detected in
cerebrospinal fluid of patients with diagnosis of multiple sclerosis may be causally
related with the disease [6, 7]. In fact, EGF strongly promotes the proliferation and
migration of the oligodendrocytes (cells involved in myelin production) in both
physiological and pathological conditions [8, 9] Therefore, it has been suggested that
myelin-related molecules as EGF may improve the remyelination process in multiple
sclerosis or other demyelinating disease [10]. EGF possesses three disulfide
bridges, peptide bonds and a free amino group a at the beginning of the chain. It has
an arginine carboxy group of the  form. It is heat stable and is inactivated at 40 °C
[11]. It is important to recognize the magnitude of the protein structure, due to this, it

was decided to rebuild the EGF molecule (Figure 1).

The gold nanopatrticles (Au NPs) have physical, chemical and biological properties
that are related to their size and morphology, which are essential to be used [12].
Recently, one of the most common methods of synthesis is the chemical reduction
of a gold precursor by using sodium citrate. Turkevich in 1951 reported the basic
experimental approach to produce Au NPs and described the effect of temperature
and concentration of sodium citrate on the size of nanoparticles [13-15]. These
nanoparticles can be easily functionalized with a wide range of ligands (antibodies,

polymers, diagnostic probes, drugs, genetic material, etc.) [14].
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Hybrid nanoparticles (with organic and inorganic parts) have emerged as a simple
solution for generating theranostics systems. Thus, the design of this type of
nanoparticles has been an important source of such systems [16]. The frequency of
plasmon surface resonance of the gold nanoparticles is closely related to system
properties such as: size, shape, miscibility, binder, dielectric properties, surface
functionalization and refractive index of the surrounding medium [17]. Coupling gold
nanoparticles with EGF may represent a novel therapeutic approach against several
diseases; therefore, determining the synthesis and chemical properties of these
biocomposites is an important step to develop Ag NPs with clinical applications [13-
16].

A variety of chemical functional groups that could interact with the Au NPs, including
imidazole, sulfur, aromatic rings, amine and carboxylate, have been established in
the literature. Different kinds of interactions between gold and sulfur, thiols, etc. [18,
19]. However, at the nanoscale the Au NPs exhibit electrostatic interactions with
amine groups [20, 21]. Whereas, the amine groups establish similar interactions with
carboxyl groups present on the surface of Au NPs that have been capped with
sodium citrate [20, 22-26]. The aims of the present study weret o synthesize Au NPs
by chemical reduction of tetrachloroauric acid using sodium citrate as reducing and
capping agent; and to couple the Au NPs with EGF and to determine the nature of

the interaction between them.
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2. Material and methods

2.1 Synthesis of Au NPs

The Au NPs were synthesized using the citrate reduction method, from a 1% HAuCl4
colloidal suspension. Subsequently, 100 ml of deionized H20 were heated to the
boiling point; and 5.0 ml of sodium citrate solution (0.05M in 50 ml of deionized H20)
were added quickly into the flask with stirring. The mixture was continuously heated

under stirring for 20 min until a ruby-red color solution was obtained [13, 27].

2.2 Preparation of coupling Au NPs-EGF.

The Au NPs coated with EGF were prepared according to the method described by
Sokolov, et al., 2006 [13]. The Au NPs were diluted in HEPES buffer solution at 20
mM (pH 7.4, Sigma-Aldrich) until a final optical density of 0.8 at 530 nm was
obtained. Subsequently, 50 ul of EGF (Sigma-Aldrich) were diluted in 500 pl of the
same HEPES buffer solution. Then, 10 ml of the solution previously prepared of Au
NPs in colloidal solution were mixed with the diluted solution of EGF for 20 min.
Subsequently, 0.5 ml of 1% polyethylene glycol (MW = 4000, Boehringer) were
added to the mixture to prevent aggregation and the mixture was centrifuged at 6000
rom for 18 min. Finally, the biocomposite (Au NPs-EGF) was redispersed in PBS
buffer (pH 7.4) and stored at 4 °C.
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2.3 Characterization of the Au NPs before and after their coupling with EGF

The optical properties of the Au NPs before and after their coupling with EGF were
determined using UV-Vis spectroscopy (Varian Cary 5000 UV-Vis-NIR, Agilent
Technologies, UK). The two samples were diluted, 1ml of Au NPs and 1ml of
biocomposite (Au NPs-EGF) in deionized H20, each one for separate analysis.
Then, each sample was analyzed in a range of 200-800nm in the absorption mode.

Structural properties of the nanoparticles formed, such as morphology, size and
particle distribution are characterized using a Transmission Electron Microscope
(TEM) (JEOL-2100 200 kV with LaBs filament). A drop of the Au NPs and a drop of
the biocomposite (Au NPs-EGF) were placed on grids and allowed to dry for 20min
before the analysis.

FTIR analysis was performed (Bruker, Model 27) to investigate and
characterize functional groups that are present in this protein, the EGF. In addition
to verifying the presence of Au NPs in the biocomposite (Au NPs -EGF) and their
interactions was elucidated. FTIR technique was carried out by placing a drop of

each sample on the analysis device and operating under standard conditions.

Zeta potential measurements were determined using the Zetasizer 2000 (Malvern
Instruments Ltd, Worcestershire, UK). The voltage applied to driving electrodes of
the cell was 150V capillary electrophoresis. The sample was prepared by injecting 2
ml of solution approximately in the cell.
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For determination of interactions between the functional groups of EGF and the
surface of the Au nanoparticles were studied through X-ray photoelectron
spectroscopy (XPS). XPS spectra were acquired using a JEOL JPS-9200, equipped
with an X-ray source Mg (1253.6 eV) at 300 W, the area of analysis was 3mm?, and
vacuum was of the order of 7.5 x 10° Torr for all samples. The spectra were analyzed
using the included software with the instrument specsurfTM in all load spectra was
corrected by signal accidental carbon (C1s) to 284.5 eV. The Shirley method was

used for background subtraction, while the curve was used to the Gauss-Lorentz.

3. Results and Discussion

3.1 Synthesis of Au NPs

The synthesis of Au NPs was performed, obtaining a ruby red colloidal solution. This
color is attributed to the size and spherical shape of the Au NPs nanopatrticles.. In
contrast, the Au nanorods show different colors in solution, according to the reported
by El-Sayed et al [27]. More recent studies have shown that the color of the colloidal
solution is due to various conditions: size, shape, crystallinity, interparticle
interactions, the collective oscillation of electrons in the conduction band, known as
surface plasmon oscillation [28] and the dielectric constant of the surrounding
medium [29]. As a result, the solvent used will have an effect on the oscillation
frequency due to the varying ability of the surface to accommodate electron charge

density from the nanoparticles [30].

3.2 Coupling of Au NPs with EGF.

We coupled the Au NPs with EGF and determined the nature of the interaction
between both components. The coupling can be distinguished by forming a
precipitate after the mixture is centrifuged, which subsequently will be referred as

bionanocomposite. The main characteristics of bionanocomposite are the sensitivity

53



Universidad Auténoma del Estado de México UAEM
Acoplamiento de nanoparticulas de oro con el factor de crecimiento epidérmico (NPs DE Au-EGF) y determinacion de sus interacciones.

to changes in pH and to high temperatures; when the ambient temperature exceeds
40 °C, the EGF protein is denaturalized [31]. Therefore, the mixture must be stored
at 4 °C to avoid denaturalization and maintain the pH of the solution during the
coupling process though the addition of HEPES buffer solution.

3.3 UV-Vis analysis

In the UV-Vis spectrum of the Au NPs (Figure 2) a single peak of maximum
absorption is observed at 520 nm. According to that reported by El-Sayed et al. [32],
a maximum absorbance peak in 530 nm corresponds to a gold particle size of 40
nm. Sokolov et al. [13] reported a maximum absorption peak at 540 nm, obtaining
Au NPs with an average particle size of 50nm. Liz-Marzan et al. [28] and Eustis S,
et al. [33] demonstrated that the number of peaks represents the morphology of
nanoparticles, which means that the presence of a single peak refers to a spherical
morphology. In contrast, if the spectrum shows the presence of two absorbance
bands, it means that the morphology is comprised by nanorods [28]. Due to the
aforementioned, it is possible to assume that the morphology of the Au NPs
synthesized is spherical. By analyzing the different absorption peaks previously
reported, it was determined that variations depend directly on the added amount of
sodium citrate and the concentration of HAuCls. Due to this, the intensity of
absorption in the spectrum is affected by the size of the nanoparticles. If the
maximum absorption peak was observed and a red-shift of a few nanometers
occurs, this indicates an increase in size of the nanoparticles. This event is due to
the collective oscillation of electrons in an electromagnetic field, since the larger the

size of the nanoparticle a higher oscillation is registered as consequence [27, 34].

In the UV-Vis spectrum of the bionanocomposite Au NPs-EGF (Figure 2) a red-shift
of 6 nm was observed in comparison to the Au NPs without EGF spectrum. Joshiet
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al. [35]. This shift was associated with the coverage obtained to functionalize the
nanoparticles with other agents, in this case with proteins. In addition, another
possible explanation for that event may be the aggregations of NPs as a result of
surface modification [36], instead of the simple change of size of the functionalized

nanoparticle.

3.4 TEM analysis

In the TEM micrographs (Figure 3) the presence of Au NPs synthesized from sodium
citrate is observed, and a spherical morphology can be appreciated. In addition, it
was confirmed that the nanoparticles exhibit a uniform distribution without
agglomerates. In the SAED (Figure 3), the measurements of the interplanar
distances correspond to the planes (111), (220) and (311) in accordance with the
structure the face centered cubic of metallic gold which correspond to JCPDS file:
004-0784. In the TEM micrographs of bionanocomposite (Figure 3), a good
distribution of particle sizes was observed, besides, the Au NPs maintain their
morphology even after coupled to EGF. The histogram (Figure 3) shows an increase
in average particle size compared to the size of the NPs obtained before coupling.
The size of the Au NPs was 8.09 nm, with a standard deviation of 3.60 nm. After
coupling the Au NPs with EGF, the average particle size was 9.14 nm and a standard
deviation of 5.28 nm. However, this increase in size was expected by molecular
coupling in the Au-EGF NPs to different substances, such as: PEG, PBS and
HEPES, which ensured the stability of the bionanocomposite (Au NPs -EGF). The
size of the particles obtained in our study, less than 50 nm, provides better optical
properties [37] and biocompatibility [27, 34].
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3.5 FTIR analysis.

FTIR spectra of a protein are considered as a linear sum of the spectrum of its
conformational changes. There are numerous well-established correlations between
very infrared spectra for certain protein structures [38]. As is shown in the Figure 4,
the follow bands are found in our both spectra. The structure of proteins such as
EGF are characterized by nine absorption bands in the infrared [38, 39]. These
bands were assigned as follows, the band found in 3325 cm™ was assigned to the
characteristic vibration of NH group [40]. The bands located at 1652 cm™ and 1618
cm? are associated with the amides | and Il [41], which are considered the most
important bands of skeletal vibration of proteins. The amide | band (V between1700-
1600 cm) is the most sensitive of all. This band is associated with the stretching
vibration of C=0 group of the peptide bond. Regarding the amide Il band, it is mainly
associated with the vibration in the plane of the NH group (flexion) and the group CN
(stretching) [42-44]. Small vibration bands are observed at 1397 cm* 1260 cm™ [43],
which corresponding to the amides Ill. Then the vibrational bands amino groups and
carboxyl groups are located in 1584 cm™and 1460 cm™, respectively. These groups
are characteristic of amino acids containing the protein [45].

As shown in Figure 4, the spectra of the bionanocomposite, the OH groups of
HEPES (4- (2-hydroxyethyl) -1-piperazineethanesulfonic) are located at 3446 cm
and an intense bandat 1179 cm™ corresponding to the sulfonic group is observed.
In addition, a second band at 1074 cm™ corresponding to the vibrations of ether
group C-O-C, which is the main characteristic absorption band for molecules of PEG,
appears stronger [46]. This band is also associated with the C-N vibration present
in this protein.
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3.6 Characterization by X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS) and Zeta
Potential

According to the nature of process for the synthesis of these Au NPs, it was expected
that the Au NPs are surrounded by a layer of citrate molecules. This is confirmed by
the value of zeta potential at -30 mV for Au NPs, which effectively means that the
nanoparticles could have a layer of citrate molecules and these molecules serve to
maintain the stability of the nanoparticles in aqueous solution [47]. When the
bionanocomposite of Au NPs-EGF is synthesized, the EGF molecules, by their
chemical nature, carry out two main processes for attaching to Au NPs (which are
passivated with citrate). The first process involves the interaction of electrostatic type
between the carboxylate groups from the citrate and type ammonium functional
groups, or some other functional group with cationic character, that could have been
generated during the experimental procedure for coupling. This electrostatic
interaction between biomolecules, as protein, and passivating agents, as citrate
molecules, of metal nanoparticles have been previously recognized by other
researchers [48, 49]. This first type of interaction is found in the present study by the
value obtained of -7 mV of zeta potential for bionanocomposite. Explicitly, the
magnitude of the negative charge that exists in the carboxylates of the citrate
molecules surrounding the Au NPs and that is considerably reduced when the
coupling of EGF occurs. This phenomenon is mainly due to the electrostatic
interaction between carboxylates and cationic functional groups, which were
generated in the EGF during coupling that, in turn, reduces the negative charge on
the surface of Au NPs -EGF. However, in this first interface, the EGF molecules
interact, also electrostatically, with the Au NPs atoms during coupling, as reported in
previous studies of coupled Au NPs with other biomolecules [2,3]. This second type
of interaction or attachment can be corroborated by the peaks obtained in the XPS
spectra of Au 4f 7/2 and of N 1s. To this end, Au NPs, EGF and bionanocomposite
(Au NPs-EGF) samples were analyzed. In the (Figure 5a), two peaks that can be
observed, one of them is located at 83.39 eV, corresponding to 7/2 4f Au®, and the
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other peak was located at 82.66 eV, which corresponds to a satellite peak a5 of Si
2p 3/2 that interferes with the gold region. At the same time, it was after
deconvolution in the region 4f 7/2 Auof the bionanocomposite (Au NPs-EGF) three
peaks were obtained (Figure 5b). The peaks located at 83.01 eV and 83.39 eV
(Figure 5b) are attributed to Au®. In the spectrum of the bionanocomposite occurs a
displacement of 0.38 eV of this signal compared to the same peak obtained for the
Au NPs only. This displacement can be attributed to the electrostatic interaction
between atoms from the Au NPs with the nitrogen from the amine groups of the EGF
protein. This type of interaction has been identified by other authors [19, 36, 50].
The third peak is observed at 83.84 eV (Figure 6), which may be related to a possible
oxidation of the Au NPs when coupled with EGF. Reports have been attributed the
emergence of new peaks, at higher binding energy, to oxidative reaction when gold
is functionalized [19].

Currently, a variety of functional groups that could interact with the Au NPs are
known, including imidazole, sulfur, aromatic rings, amine and carboxylates [51]. In
our study, we recognized the presence of zwitterions in EGF molecule located at a
terminal end of the protein chain and conformed by five basic amino acids. This
protein possess four amino acids of ARG (arginine) and one amino acid of HIS

(histidine) [52], as is shown in Figure 1.

In order to further demonstrate the interaction occurring between Au and nitrogen
moieties present in EGF, the N 1s region of XPS spectrum was deconvoluted. The
spectrum in the N1s region corresponding to EGF is shown in Figure 21c, the peak
located at 400.24 eV is consistent with the binding energy of the amine group [40].
A second peak with lower intensity at 401.17 eV is associated with the binding
energy of protonated amines. In the XPS spectrum of the bionanocomposite (Au
NPs-EGF) as illustrated in Figure 21d, there is a shift of this last signal (0.38 eV),
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which can be attributed to the electrostatic interaction between the nitrogen atoms
of protonated amines of the protein with the Au NPs. This type of interaction is in
accordance with the ones proposed by other authors [19, 36, 50, 53]. Furthermore
similar energy changes have been observed when the Au NPs system is

functionalized, indicating a physical absorption [50, 54].

Other studies described that due to the Au NPs coupling with other proteins [19]. So,
an extra peaks appear with lower intensity but higher binding energy, they provide
an increase of 0.8 eV [19]. In our system it was of 0.77 eV, which is consistent with
previous findings of interactions between metallic nanoparticles and biomolecules.
This event excludes the possibility of interactions with thiol groups, because the
sulfur found between cysteines forms disulfide bridges. Methionine is another amino
acid that could interact with Au NPs, however, there is only one of this amino acids
in the EGF structure. Despite this, these amino acids are not exposed on the surface
of the EGF molecule, therefore these amino acids are not accessible binding sites
to interact with the Au NPs [19, 55]. According to the current results, both zeta
potential (surface charge variations) and XPS analysis (displacement binding
energies) allowed confirm the coupling of Au NPs (passivated with citrate) with the
EGF. Moreover, through these techniques is possible to identify the electrostatic

interaction between the biomolecule and the nanostructured system.

One of the biggest advantages of using Au NPs coupled to biomolecules is their
excellent biocompatibility, [56] due to the weak interactions that Au NPs have with
some proteins and amino acids in vivo. [57, 58] A high percentage of these Au NPs
is cleared by the mononuclear phagocyte system (macrophages) [59, 60], and only
a low amount of Au NPs (about 3%) is accumulated in the liver and very high
concentrations are required to produce hepatotoxicity [61]. Due to the binding with
the EGF is electrostatic, the use of Au NPs as drug carriers is promising. Hence,
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the bionanocomposite Au NPs-EGF has a great potential to use for treatment in
diseases where EGF is required as in multiple sclerosis or demyelinating diseases.
However, further studies in vivo are required to determine other biological aspects,

such as: biodistribution, dose and possible side effects in the organism.

Conclusions

1. We synthesized Au NPs (diameter < 10 nm) functionalized with EGF by the method of
sodium citrate.

2. The bionanocomposite (Au NPs-EGF) was satisfactorily characterized.

4. We identified the interactions into the bionanocomposite that has an electrostatic binding
between Au NPs with the cationic groups present in the EGF protein.
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Figure captions
Figure 1. Epidermal Growth Factor (EGF) representation.

Figure 2. UV-visible spectra; (curve 1) AuNPs, (curve 2) Bionanocomposite (EGF-
AuNPs).

Figure 3. TEM observations. (a) Micrograph of AuNPs (c) The X-ray diffraction
pattern, (b) Micrograph of binonanocomposite (EGF-AUNPS), insets show the

particles size distribution.
Figure 4. FTIR spectra of the protein EGF and bionanocomposite (EGF-AuNPS).

Figure 5. XPS spectra: a) Au 4f 7/2 region of Au NPs solution, b) Au 4f 7/2 region
of Bionanocomposite (Au NPs-EGF), ¢) N1s region of EGF protein, d) N1s region
of Bionanocomposite (Au NPs-EGF).

Figure 1.
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CAPITULO V-CONCLUSIONES

- La Microscopia Electronica de Transmision nos permitio reconocer la presencia de NPs de

Au cuasiesféricas con un tamafio promedio de 8.09 nm.

- Se lograron acoplar las NPs de Au con el EGF siguiendo la metodologia de Sokolov, et al,
2006, determinandose una banda de maxima absorcion por la técnica UV-VIS de 526 nm
y un tamafio promedio de particula de 9.14, sin embargo, se atribuye este incremento al
margen de error de 5.28 que se obtiene de la desviacion estandar.

- Mediante FTIR no es posible determinar algun tipo de interaccion entre las NPs de
Au y el EGF, sin embargo podemos reconocer la presencia de los componentes

antes y después de acoplarlos.

- Identificamos la interaccion entre las NPs de Au y el EGF mediante XPS, a través de las
diferencias de energia de enlace entre las muestras, analizando en las regiones de Au4f 7/2
y N1s, la cual resulté ser de tipo electrostatica entre las NPs de Au y los grupos catidnicos

(aminas protonadas) presentes en la proteina EGF.

- Corroboramos la interaccién con un andlisis con Potencial Z, donde observamos una
disminucién de la magnitud de la carga de las NPs de Au en solucion de -30.15 a -7.19mV,
cuando se encuentran acopladas con el EGF.

- Estos estudios ayudaran a futuras investigaciones, puesto gue estos dos materiales,

forman un bionanocomposito con aplicaciones potenciales teranosticas, para revertir

enfermedades cronicas degenerativas, como el cancer, la esclerosis multiple, entre otras.
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