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Resumen

Teniendo como objetivo relacionar las concentraciones de dodecil sulfato sédico (SDS) con la morfologia
y tamafio de las nanoparticulas obtenidas con citrato de sodio y extracto acuoso de nuez, para su uso cComo
acarreador de moléculas adyuvante en terapia de leucemia linfoblastica aguda. Se estandarizaron las
concentraciones hasta obtener una solucion coloidal rosa, comenzando con 1.5 mM de HAuCls, 2.5 mM
de citrato de sodio y extracto acuoso de nuez diluido. Se afiadieron diversas concentraciones de SDS en
las sintesis con ambos agentes reductores, utilizando 0, 0.1, 2.5, 25, 50 y 100 mM, para evaluar su impacto
en la formacion y caracteristicas de las nanoparticulas. La sintesis se realizé mediante bafio maria a 85°C
para asegurar una reduccion controlada, empleando 100 pL del agente reductor y precursor. Las muestras
obtenidas se caracterizaron mediante microscopia electronica de barrido (SEM) para examinar la
morfologia; espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS) para analizar la composicion quimica;
espectrofotdmetro ultravioleta-visible (UV-Vis) para determinar el tamafio, morfologia y dispersion de
las particulas; y espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) para identificar los ligandos
en las superficies de las nanoparticulas. "Proyecto apoyado por la UACJ, a través de la Convocatoria de
Proyectos de Investigacion con Impacto Social (P1ISO) en el afio 2023, P11SO23-11T-16 -CCHAPA"

Introduccion

Mediante el método de 6xido-reduccidn para la obtencion de nanoparticulas de oro, se requiere una sal
metalica, en este caso, acido tetracloraurico (HAuCl4), junto con un agente reductor, como el citrato de
sodio (Na3Ct) y el extracto de nuez pecana (EaND). También es necesario un estabilizante, que se pueden
incluir ciertos agentes reductores, y un solvente. El oro en estado Au™® y Au® es més estable en solucion
acuosa (1). Las propiedades Opticas de las nanoparticulas de oro son determinadas por la nube electrénica,
lo que influye en los colores caracteristicos observados en las soluciones. Estos colores estan asociados
con tamafos especificos de las nanoparticulas, permitiendo inferir su tamafio aproximado a partir de la
coloracion.

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una enfermedad caracterizada por una mutacion genética en las
células madre de linfoblastos presentes en la médula dsea, lo que provoca un aumento anormal de
linfoblastos. En este contexto, los compuestos bioactivos presentes en el extracto de nuez podrian ofrecer
beneficios adicionales. Gracias al andlisis por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) del
extracto de nuez (2), se han identificado diversos compuestos hidrosolubles, como el &cido elagico, acido
galico y catequina, que poseen potenciales efectos reductores. También poseen propiedades relevantes
para el tratamiento de la LLA, debido a sus efectos antiinflamatorios, proliferativos y quimiopreventivos

[3].

Metodologia

Para llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas de oro, se emplearon los siguientes materiales: una solucion
madre de HAuCls al 30mM, EaND, metanol y EaND. La sintesis se realizo siguiendo las concentraciones
especificadas en la Tabla 1, que detalla las concentraciones para determinar la solucién méas éptima de los
agentes reductores. Posteriormente, se agregaron diferentes concentraciones de SDS para estudiar su
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efecto, tal como se muestra en la Tabla 2. Las tablas emplean una nomenclatura que incluye el reactivo
seguido de su concentracién en milimolaridad (mM). A partir de la solucion madre se prepar6 una solucién

base de 1.5 mM con la que se trabajo.

Tabla 1. Concentraciones prueba de ambos agentes Tabla 2. Concentraciones empleando SDS con ambos

reductores agentes reductores
Citrato de sodio (mM) Extracto de nuez Citrato de sodio (mM) Extracto de nuez (mM)
AUL5Na3C2 5 AUL5EaND 1210(;9933755Na33CCtzZ.55355515000 Ar\lfiaND:D:;go
Aul.125Na3Ct2.5 Aul.125EaND u0.9375Na3Ct2.55D ul.>EaNSD
TG e Au0.9375Na3Ct2.55DS25 Aul.5EaNSDS25
AuO. . . Au0.9375Na3Ct2.55DS2.5 Aul.5EaNSDS2.5
Au.75Na3Ct2.5 Au0.75EaND Au0.9375Na3Ct2.55DS0.1 Aul.5EaNSDSO0.1

Para preparar EaND, utilizando nuez pecana triturada, se mezclé con 10 mL de hexano por cada gramo
de nuez. Después de filtrar la mezcla, la harina desgrasada se colocd en un vaso de precipitado. A
continuacién, se afiadié una mezcla de metanol y agua en una proporcion de 3:1. Tras un nuevo filtrado,
el extracto obtenido se diluyo 100 veces.

Para la preparacion de las soluciones de prueba, se siguieron las concentraciones indicadas en la Tabla 1.
Con una micropipeta, se tomé 100 uL de la solucion de oro y 100 pL de la solucion de Na3Ct, los cuales
se colocaron en un tubo de ensayo. Este tubo, sostenido en un soporte universal, se sumergid en un vaso
de precipitado con agua destilada sobre una parrilla de calentamiento (bafio maria) hasta observar un
cambio de color. Este proceso se repitié utilizando EaND.

Para la evaluacion con diferentes concentraciones de SDS, se tom6 100 pL del extracto acuoso y 100 uL
de la solucion de SDS correspondiente, segun las concentraciones indicadas en la Tabla 2. De esta mezcla,
se tomo 100 pL y se afiadieron a un tubo de ensayo junto con 100 pL de la solucion de oro. Finalmente,
los tubos de ensayo se colocaron en un vaso de precipitado con agua destilada sobre una parrilla de
calentamiento (bafio maria) hasta observar un cambio de color.

Resultados
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Figura 2. UV- VIS concentraciones prueba con EaND

En las muestras 6ptimas se encontr6 que la concentracion de 0.9375 mM de Na3Ct, como se muestra en
la figura 2, produjo una coloracion rosa, y las curvas de UV-Vis indicaron tamafios aproximados de
nanoparticulas entre 5 y 20 nm, con una morfologia esférica y uniformidad en las nanoparticulas,
evidenciada por el pico estrecho en el espectro. Por otro lado, el EaND a una concentracion de 1.5 mM,
como se muestra en la figura 3, también produjo una coloracion rosa, pero las curvas de UV-Vis revelaron
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tamafios mayores a 50 nm, con morfologias variadas que incluyen prisma, estrella o barra, y una menor

uniformidad debido al plco mas ancho observado en el espectro.
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Figura 3. UV-VIS Na3Ct con diversas concentraciones de Figura 4. UV-VIS EaND con diversas concentraciones de
SDS SDS

En el caso del citrato de sodio, las curvas de UV-Vis, como se muestra en la figura 4, indicaron tamafios
de nanoparticulas que variaron entre 5y 30 nm, con una morfologia esférica y uniformidad en las
nanoparticulas, lo cual se evidencid en el pico estrecho del espectro. Al agregar SDS, se observo un
aumento en la absorbancia de las muestras, excepto en la de 0.1 mM, lo que sugiere una posible influencia
en el tamafio y la dispersién de las nanoparticulas. Las muestras con SDS presentaron una mayor
dispersion, mientras que la solucion sin SDS (0 mM) mostro la formacion de dendritas, como se confirmo
en el analisis EDS, lo que probablemente se deba a la formacion de cloruro de sodio en cuyo interior se
encontraban las nanoparticulas. Tras realizar lavados con la bolsa de diélisis, se observé una nanoparticula
por campo Y cristales aciculares.

En base al promedio del diametro de Feret, las muestras con concentraciones de SDS de 25, 50 y 100 mM
mostraron tamafios menores a 60 nm, con una mayor monodispersion en concentraciones mas altas,
excepto en las de 0 y 0.1 mM. Las distribuciones gaussianas de las nanoparticulas estuvieron dentro de la
desviacidn estandar, con anchos de curva por debajo de los 0.045 nm, lo que sugiere tamafios similares y
uniformes. La funcion decayO exponencialmente al estar segmentada positivamente, salvo en la
concentracion de 2.5 mM, que presentd una distribucién normal.

En cuanto al extracto de nuez pecana diluido, la figura 5 mostro tamafios promedio de didmetro de Feret
menores a 50 nm en las imagenes de SEM, con la excepcion de las concentraciones de 25 y 2.5 mM,
donde también se observaron ciertas aglomeraciones con morfologia prismatica o en forma de barras. Las
distribuciones gaussianas de las nanoparticulas se mantuvieron dentro de la desviacion estandar, por
debajo de los 3 nm, lo que indica tamafios similares y uniformes. EI SDS increment6 la absorbancia y,
ademas, un mayor tamafio de las nanoparticulas resultd en un aumento en la longitud de onda. Las
muestras con mayores concentraciones de SDS exhibieron una distribucion segmentada positivamente, en
comparacién con las de 0 y 0.1 mM, que presentaron una distribucion normal. La mejor monodispersion
se observo en las muestras con menor concentracion de SDS (0 y 0.1 mM).

En el analisis mediante FTIR (Figura 6) de la muestra con 0 mM de SDS y EaND, se identificaron varios
grupos funcionales. Se observaron sefiales correspondientes al nitrilo aislado y al triple enlace de carbono,
que son representativos de los glucésidos cianogénicos presentes en el extracto. Ademas, se detectaron
grupos relacionados con el grupo metilo, esteres o alcoholes y bencenos estan asociados a los fenoles,
Polifenoles y vitaminas en el extracto.
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Conclusiones

El SDS tuvo un impacto notable en las muestras tratadas con extracto acuoso, aumentando su absorbancia.
En contraste, las muestras con citrato de sodio demostraron mayor estabilidad y monodispersion en
comparacion de las muestras con extracto de nuez, las cuales mostraron una mayor tendencia a la
aglomeracion.

Las nanoparticulas presentes en el extracto acuoso con formas de estrella, barra o prisma pueden mejorar
la entrega de farmacos en el tratamiento de la LLA, aumentar la eficacia de la terapia fototérmica, ofrecer
mayor estabilidad, control de liberacion de farmacos.

Las muestras con citrato de sodio mostraron un tamafio promedio mayor en comparacion con las de
extracto acuoso de nuez, las cuales presentaron tamarios inferiores a 50 nm. Este rango es ideal para
aplicaciones en el tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda (LLA), ya que se ha determinado que
tamafios entre 30 y 50 nm son los mas adecuados para esta aplicacion [4].

La mayoria de los datos obtenidos se agrupan cerca de la media, lo que indica una mayor estabilidad y
uniformidad en la formacion de las nanoparticulas. Gracias a estos parametros favorables, es posible
incorporar inmunofenotipos y farmacos especificos para su uso como terapia adyuvante, aumentando la
eficacia contra la proliferacion de células resistentes o la aparicion de otros tipos de leucemia en el
contexto de la LLA.

En cuanto a la terapia fototérmica, esta no solo puede emplearse como un método para la administracion
de farmacos, sino que también, gracias a la resonancia de plasmones superficiales, la luz absorbida se
convierte en calor, generando asi un dafio directo a las células cancerigenas.
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