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Resumen

En los Gltimos afios, los materiales nanoestructurados se han posicionado como uno de los
focos de mayor interés por sus propiedades fisicoquimicas Unicas. La aplicacion de la
nanotecnologia y su papel en el area biomédica abre las puertas hacia el desarrollo de

nuevos métodos de diagnostico, tratamiento y control de diversas enfermedades.

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es una infeccion de transmision sexual que afecta a
millones de personas en el mundo. Existen mas de 100 tipos de VPH, y algunos de ellos se
clasifican como de alto riesgo por su potencial de transformar a las células infectadas en
celulas cancerigenas. Entre los tipos de alto riesgo, se reporta que el VPH-16 es el principal
precursor de cancer cérvico-uterino (CaCU), relacionado con alrededor del 70% de los

Casos.

El proposito de este trabajo es estudiar la interaccion entre Nanoparticulas de Oro (AuNPS)
y las proteinas de la capside viral del VPH-16. Utilizando una de las propiedades Opticas de
las AuNPs, conocida como Resonancia de Plasmon Superficial (RPS). Se propone emplear
suspensiones de AuNPs como elemento de reconocimiento para identificar la presencia o
ausencia de las proteinas estructurales del VPH. Se sugiere que la presencia del virus en un
medio de solucion salina afectara las interacciones entre AuNPs, generando una sefial
Optica detectable por inspeccion visual o mediante lecturas de absorbancia. Con base en lo
anterior, se propone un sensor colorimétrico basado en AuNPs como una prueba de

diagndstico innovadora, rapida y econémica para la deteccion temprana del VPH.



Abstract

In recent years, great interest has been focused on nanostructured materials due to their
unique physicochemical properties. The application of nanotechnology and its role in the
biomedical area opens the door to the development of new methods for the diagnosis,

treatment, and control of various diseases.

The Human Papillomavirus (HPV) causes a sexually transmitted infection that affects
millions of people worldwide. There are more than 100 HPV types, and some of them are
classified as high-risk due to their potential to transform infected cells into cancer cells.
Among the high-risk types, HPV-16 is reported to be the main precursor to cervical cancer

(CaCU), associated to around 70% of cases.

The purpose of this work is to study the interaction between Gold Nanoparticles (AuNPS)
and the viral capsid proteins of HPV-16. Using one of the optical properties of AuNPs,
known as Surface Plasmon Resonance (SPR), it is proposed to use AuNP suspensions as a
recognition element to identify the presence or absence of HPV structural proteins. It is
suggested that the presence of the virus in a saline solution will affect the interactions
between AuNPs, generating an optical signal detectable by visual inspection or through
absorbance measurements. Based on the above, a colorimetric sensor based on AuNPs is
proposed as an innovative, rapid, and cost-effective diagnostic test for the early detection of
HPV.
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Planteamiento del problema

Los Virus de Papiloma Humano (VPH) producen una infeccion de transmision sexual
relativamente comdn®. Estudios recientes en la poblacién mexicana han identificado que en
las mujeres los genotipos de VPH con mayor prevalencia son el VPH-16 y el VPH-18,
encontrados globalmente en dos de cada tres pacientes con infecciones genitales®. Se
reporta que alrededor del mundo millones de personas estan infectadas por VPH y que el
resto de la poblacion tiene un riesgo de contraer la infeccion superior al 50%
considerandose un problema de salud pablica®,

Por otro lado, se estima que el 70% de los casos de cancer cérvico-uterino (CaCu) son
desencadenados por infecciones de VPH-16 y VPH-18 considerdndose un problema de
salud publica. Ademas, el CaCu es una de las principales causas de muerte por cancer a
nivel mundial, con cifras que alcanzan 342,000 fallecimientos de mujeres cada afio, en su

mayoria en paises de ingresos bajos y medios®.

Si bien las tasas de CaCu en paises desarrollados han descendido en las Gltimas décadas
gracias a la aplicacion de vacunas profilacticas contra la infeccion por VPH y una
intervencion ginecologica oportuna, en un gran numero de paises subdesarrollados los

casos de CaCu han permanecido sin cambios e incluso han aumentado®.



Justificacion

Una encuesta realizada a 237 mujeres comprendidas entre los 22 y 72 afios, reporta las
diversas razones por las cuales las mujeres no se realizan valoraciones ginecoldgicas con
regularidad. Entre las principales respuestas se encuentran: ignorancia, miedo, vergiienza,

incomodidad, falta de tiempo, estigmatizacion social e idiosincrasia cultural®.

Dicha evidencia estadistica alarma a la comunidad médica y cientifica, motivando a generar
nuevas lineas de investigacion cuyos avances y resultados permitan proponer alternativas
innovadoras de prevencion, diagnéstico y tratamiento contra las infecciones por VPH. Las
aplicaciones de la nanotecnologia permiten desarrollar métodos de diagnéstico mas
precisos, sensibles y especificos en contraste con las técnicas convencionales utilizadas en
la actualidad. Al aprovechar las propiedades Unicas de los materiales nanoestructurados, se
propone una metodologia de diagndstico versatil y econdémica que posibilita la
identificacion oportuna de personas infectadas y, por consiguiente, permita que los usuarios
VPH positivos inicien una terapia temprana con el fin de reducir el nimero de casos con

cuadros oncoldgicos asi como los fallecimientos relacionados.



Objetivo general

Anadlisis de la interaccion espontanea de suspensiones de Nanoparticulas de Oro (AuNPs),
como propuesta de elemento de reconocimiento de pseudovirus (PVs) de VPH-16 como
prueba de concepto para el desarrollo de un biosensor colorimétrico para la deteccion

temprana y oportuna de infecciones causadas por VPH.
Objetivos especificos

> Sintesis de AuNPs por el método de Ablacion Laser Pulsado en medio liquido
(ALPL).

» Produccion de PVs derivados de la cepa VPH-16 utilizando la linea celular 293TT.
> Evaluacién de las interacciones de las dispersiones de AuNPs en presencia de los
PVs, mediante ensayos de agregacion en gradietes de concentracion de solucion

salina y volumen de PVs.

> Andlisis e interpretacion de la caracterizacion de las soluciones de AuNPs, los PVs
y AuNPs-PVs (mediciones UV-Vis, TEM).



Hipotesis

Se sugiere que existird una interaccion espontanea entre las AuNPs y las proteinas

estructurales presentes en la capside de los PVs de VPH-16.

Esta interaccion podra comprobarse al inducir agregacion de las soluciones de AuNPs en
un medio salino (NaCl), ocasionando un cambio en el color de la solucion, el cual sera

empleado como control negativo.

Por otro lado, se propone que las AuNPs seran adsorbidas en la capside viral al entrar en
contacto con las proteinas estructurales de los PVs, como consecuencia las AuUNPs no se
agregaran en presencia de medio salino, por lo que no se inducira un cambio evidente en el

color de la solucion.

El estudio comparativo de las interacciones de las AuNPs en solucion salina, en ausencia o
presencia de PVs de VPH-16, permitird justificar su aplicacion como material de

reconocimiento para el desarrollo de un sensor colorimétrico.



Capitulo 1: Introduccion

1.1 Estado del arte

En los Gltimos afos, el estudio y aplicacion de los materiales nanoestructurados se han
posicionado como uno de los tépicos de mayor interés para la comunidad cientifica y
diversos sectores industriales. La capacidad de modular la variedad de propiedades
fisicoquimicas de un material, proporciona una visién innovadora y prometedora para un

gran namero de aplicaciones, posibilitando el progreso cientifico y tecnoldgico.

La nanotecnologia y su papel dentro de la medicina abre las puertas para el desarrollo de
nuevos métodos de diagndstico, tratamiento, monitoreo y control de sistemas biologicos.
La nanomedicina es la rama emergente que agrupa tres areas principales: el

nanodiagndstico, la liberacion controlada de farmacos y la medicina regenerativa®.

En este trabajo se estudia la posible interaccion entre un sistema nanoestructurado (AuNPS)
con un sistema biolégico de carécter viral (PVs), aportando nueva informacién a una linea
de investigacion que busca proponer nuevos métodos de diagndstico asi como de

tratamiento para una problematica de salud publica.

e Enun articulo realizado por Mateo et al., 2013’, se describe acertadamente cémo las
excelentes propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del oro a escala nanométrica
han despertado un particular interés en multitud de campos, pero especialmente en
el sector biomédico. Las AuNPs pueden ser producidas en distintos tamafios y
formas, y pueden ser facilmente funcionalizadas con una gran variedad de ligandos
(aptameros, anticuerpos, polimeros, farmacos, material genético, etc.), lo que las

vuelve ideales para las novedosas perspectivas de la medicina.

e Otro aspecto fundamental dentro del proyecto, es la produccion de un sistema
bioldgico que mimetice el comportamiento de interaccion por contacto del VPH de



manera eficaz y segura. La eleccion de los PVs como dicho sistema bioldgico se
fundamenta en que son particulas estructuralmente indistinguibles de los viriones
nativos con capacidades infectivas semejantes, pero portadores de un genoma no
viral. Se consideran herramientas relevantes que proporcionan una plataforma ideal

para el estudio y monitoreo in cellulo de infecciones generadas por VPH®,

Los métodos que se han desarrollado para el diagnostico de las infecciones por VPH
genital fueron estudiados detenidamente por Marcela Concha R et al, 2007°.

Entre de ellos se destacan a las pruebas de citologia vaginal, ensayos de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la deteccién especifica del ADN
de VPH y el procedimiento de colposcopia. Adicionalmente, se evaluaron las
desventajas que presentan cada uno de estos métodos: la citologia reporta una baja
sensibilidad para la deteccion de lesiones de bajo grado; el elevado costo de pruebas
PCR y su deficiencia en la identificacion de un estado transitorio o persistente de la
lesion por VPH; y, por supuesto, lo invasivo que resulta someter a una paciente a un

procedimiento de colposcopia.

En un articulo publicado por Li et al., 2020'°, los autores proporcionan una vision
general sobre los sensores basados en nanomateriales. Estos dispositivos combinan
un elemento bioldgico con un componente fisico de reconocimiento, en nuestro caso
especifico AuNPs. Cuando el analito objetivo se une al elemento de
reconocimiento, se produce un cambio fisicoquimico que puede ser detectado y
cuantificado. Ademas, se enlistan una serie de ventajas propias esta nueva
generacion de sensores, entre ellas la sensibilidad, aumento en la especificidad,
rapidez de deteccion, reduccion de costos y la facil reproducibilidad.

La aplicacion de sistemas nanoesctructurados en esta linea de investigacion también
resultd ser de interés para Palomino-Vizcaino et al 2017, quienes reportan por
primera vez la interaccion espontanea entre las particulas similares a virus (VLPs)
del VPH-16 y AuNPs no funcionalizadas. Esto se demostré implementando un

mecanismo de deteccidn colorimétrico cuyo objetivo fue identificar si las AuNPs



tienen la capacidad para inhibir la infeccion por VPH. Los resultados de sus
experimentos de pseudoinfeccién demostraron que las AuNPs, en efecto, pueden
inhibir significativamente el proceso de entrada del VPH-16 sin afectar la viabilidad

celular.

1.2 Virus del Papiloma Humano (VPH)

Perteneciente a la familia Papillomaviridae, el VPH es un virus de ADN bicatenario
circular con un didmetro aproximado de 52-60 nm. Caracterizados por una capside de
morfologia icosaédrica compuesta por las proteinas estructurales virales L1 y L2 que se
organizan en 72 capsdmeros. Este virus cuenta con tropismo por el epitelio escamoso, es
decir, que tiene afinidad por infectar las células epiteliales basales (queratinocitos)
presentes en el tejido epitelial escamoso estratificado del tracto genital bajo (como vagina,

vulva, cuello uterino y ano), asi como epitelio oral y nasal*.

\  Células epiteliales Epitelio cervical normal
\ escamosas T~
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Figura 1. llustracion histologica del tejido epitelial cervical que infecta el VPH

La infeccion genital por el VPH es una enfermedad de transmision sexual (ETS) de alta
incidencia mundial que juega un papel importante en la génesis de lesiones precancerosas y

cancer de cuello uterino invasivo®. Es por lo que se ha profundizado en su comportamiento



tanto como una enfermedad de transmision sexual, asi como en su potencialidad de
producir la transformacion de células infectadas en células malignas.

Se conocen mas de 100 diferentes tipos de VPHSs y estos son clasificados de alto riesgo o de
bajo riesgo segun su potencial de desarrollar cuadros clinicos oncoldgicos (véase tabla 1).
Las cepas de alto riesgo pueden causar cambios celulares que generan lesiones
precancerosas que pueden conducir al desarrollo de cancer, mientras que las cepas de bajo
riesgo, rara vez causan cambios celulares graves'®. Al menos 58 diferentes VPH han sido
identificados usando técnicas moleculares, estableciendo su relacion con tipos particulares

de tumores.

Tabla 1. Clasificacion oncolégica de cepas de VPH (Ebscohost, 2017)*

Tipo de VPH Cepas
Alto riesgo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 67, 68, 73, 82
Bajo riesgo 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 57, 61, 62, 64, 69, 70, 72, 81,
83, 84

A pesar de que mas del 90% de las infecciones por VPH son controladas por el sistema
inmune en menos de 2 afios, aquellas causadas por los tipos de alto riesgo pueden persistir
y eventualmente evolucionar a lesiones precursoras malignas y, en caso mas Severos,

desencadenar una metéastasis.

El principal factor etiologico del cancer CaCu es la infeccion por VPH y se reporta que el
70% de los casos son causados principalmente por los tipos 16 y 18, acorde con las cifras

reportadas por la Gaceta Mexicana de Oncologia en el afio 2019.

1.2.1 Estructura del genoma viral del VPH-16

El genoma del VPH consiste en una molécula de ADN circular de doble cadena, con un
rango de tamario entre 7600 - 8000 pb, como se observa en la figura 2. Ademas este virus
tiene la capacidad de replicase en el nucleo de las células infectadas como un plasmido de

multiples copias™.
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Figura 2. Esquema del genoma viral del VPH-16, adaptado de (Hareza, Wilczynski
and Edyta Paradowska, 2022)*°.

El ciclo vital del VPH se inicia con la infeccion de la capa basal de las células epiteliales,
donde el virus expresa los genes tempranos E1, E2, E4 y E5 que codifican para proteinas
que regulan la replicacién y transcripcién viral. En tanto que los genes E6 y E7 son capaces
de inducir la proliferacion de las células basales y para-basales, ademas de codificar para
las oncoproteinas que participan en la transformacién de la célula hospedera. Por Gltimo,
los genes tardios L1 y L2 codifican para la produccion y ensamblaje de las proteinas
estructurales de la capside viral. *

El potencial oncogénico de los VPH de alto riesgo reside en las oncoproteinas E6 y E7, que
son las responsables de perturbar el control del ciclo celular y de iniciar una serie de
alteraciones asociadas con la transformacion celular como la capacidad de causar lesiones
persistentes en las células, cambios genéticos que afectan la regulacion del crecimiento

celular, la apoptosis y la supresién tumoral.*’



En el caso de VPH-16 y VPH-18 la proteina E6 tiene la capacidad de degradar otras
proteinas, entre ellas la proteina p53,'® cuya mision es proteger la integridad del genoma de
las células durante el ciclo celular natural, impidiendo que se propaguen mutaciones a las
células hijas que pueden evolucionar hacia lesiones de mayor severidad. La proteina E7
coopera con la E6 en la inmortalizacion de los queratinocitos, interactuando con proteinas

reguladoras del crecimiento celular.’
1.2.2 Proteina L1

L1 es la proteina estructural por la cual esta compuesta toda la superficie exterior del virion
maduro estabilizado, lo que la vuelve responsable de la primera interaccion con la
superficie celular y de mediar la unién inicial a los tejidos.” Se compone de 531
aminoacidos y es el gen mas conservado dentro de los genomas de los VPHs que se ha
utilizado como indicador para la identificacion y clasificacion de nuevos tipos de VPH.'
La estructura de la proteina L1 del VPH es importante porque confiere estabilidad a la
capside mediante el establecimiento de interacciones intra- e inter- capsoméricas lo que
asegura la integridad viral y antigénicamente porque contiene los epitopos que inducen una
respuesta inmune protectora.’® Las proteinas L1 recombinantes, al igual que en la
replicacion celular normal, pueden autoensamblarse espontaneamente en una estructura que

imita estrechamente la superficie natural de los viriones nativos del VVPH.?°

1.3 Sistemas biologicos virales como modelos de estudio

Cuando se busca estudiar un sistema in vivo de infecciones generadas por el VPH se vuelve
complicado, pues es un virus complejo cuyo ciclo de replicacion involucra multiples etapas,
ademas de ser altamente transmisible. Esto complica el estudio de un modelo experimental
aislado que mimetice las condiciones de replicacion naturales del virus.

Es por lo que en este proyecto uno de los objetivos fue utilizar un modelo alternativo del
virus nativo de VPH-16, como los pseudovirus, que conserve fielmente las caracteristicas
estructurales de la capside viral. De esta manera se podra analizar su comportamiento al
interactuar con las AuNPs e idear una plataforma de estudio para proponer una nueva

metodologia de deteccion y diagnostico.



La eleccidn del sistema biologico es de vital importancia debido a las diferencias inherentes
en su naturaleza y aplicaciones. Cada uno de los sistemas ofrece ventajas y desafios
especificos que deben considerarse cuidadosamente segun los objetivos de la investigacion.
En este contexto, se enlistan las caracteristicas de las tres plataformas utilizadas para

investigaciones de la interaccion de la capside viral del VPH, véase figura 3.

Virus nativo

e Cdpside viral con L1y L2

e Material genético ADN
bicatenario

e Tiene capacidad infecciosa

* Requieren células huésped
para su replicacion

Pseudovirus

e Cdapside viral con L1y L2

¢ Material genético
modificado:
pseudogenoma

¢ Capacidad de producir
pseudoinfecciones

e Artificial

Particula Similar a Virus

e Capside viral con L1y L2
¢ No cuenta con material
genético en su interior

o Artificial

Figura 3. Caracteristicas de los sistemas bioldgicos virales
(Pseudoviruses, a safer toolbox for vaccine development against enveloped
viruses, 2024)%



1.4 Pseudovirus (PVs)

Los PVs son particulas virales recombinantes, incompetentes para replicarse, disefiadas
para imitar las caracteristicas de la superficie de los virus con envoltura nativa que

estructuralmente son indistinguibles entre sf.?

Estudiar las interacciones de las capsides virales y la funcién de las proteinas con el modelo
biologico de PVs ofrece una variedad de ventajas sobre los viriones nativos y las VLPs,

entre ellas:

e Seintroducen a la célula Unicamente las secuencias que codifican para las proteinas
que son de interés segln el objetivo de cada proyecto.

e Al no ser particulas infecciosas son seguras de manipular.

e EIl pseudogenoma puede ser complementado de manera estratégica dependiendo de
los controles de monitoreo disponibles.

e Su estabilidad estructural es mayor por lo que pueden ser almacenados durante

periodos de tiempo mas prolongados.

e Son Utiles para estudiar la entrada viral, la patogénesis y la respuesta inmune.

1.5 Nanoparticulas de Oro (AuNPs)

Las AuNPs son estructuras solidas de tamafio nanométrico que poseen propiedades fisicas y
quimicas que contrastan con el oro a macroescala, a pesar de estar compuestos por el

mismo tipo de atomos.

Hay tres factores clave que explican el éxito de las AuNPs en el campo de la nanociencia y

la nanotecnologia:

e Su alta estabilidad quimica y fisica, lo que también contribuye a su
biocompatibilidad intrinseca.



La facilidad con la que se puede funcionalizar su superficie con una gran variedad
de moléculas organicas y bioldgicas (grupos funcionales, polimeros, &cidos
nucleicos, enzimas, proteinas, etc).

La diversidad de propiedades asociadas a los plasmones superficiales.

Este comportamiento del Au a escala nanométrica se presenta como consecuencia de

fendmenos fisicos propios de los materiales nanoestructurados:

Confinamiento cuantico: Se produce cuando los electrones de una particula estan
confinados a un espacio mas pequefio que su longitud de onda de De Broglie y su
movimiento se ve limitado en una o mas de sus dimensiones. Estos efectos pueden
influir en las propiedades electrdnicas y Opticas, como la conductividad eléctrica y

la absorcion de luz.?

Relacion de aspecto superficie-volumen: A medida que las particulas disminuyen
de tamafio, la proporcion de atomos en la superficie en comparacion con los &tomos
en el volumen aumenta drasticamente. Esto significa que una fraccion considerable
de los 4tomos de la nanoparticula se encuentra en la superficie, lo que puede alterar
propiedades como la reactividad quimica, la estabilidad y las caracteristicas dpticas.
Estos nuevos comportamientos hacen de esta relacion un pardmetro clave en el

disefio y aplicacion de las AuNPs en la ciencia y tecnologia.?

1.5.1 Fendmenos plasmonicos

La resonancia de plasmén superficial (RPS) es un fendmeno Gptico que se asocia a una

vibracion de la nube electrénica confinada superficialmente al interactuar con radiacion

electromagnética (luz) a una frecuencia caracteristica, un comportamiento propio de los

materiales nanoestructurados.”* La radiacion electromagnética induce una oscilacion

colectiva de los electrones libres en la superficie de las particulas nanométricas generando

dos fendmenos principales: la absorcion y la dispersion. La absorcion ocurre cuando parte

de la energia de la radiacion electromagnética incidente se transfiere a la nanoparticula,



incrementando su temperatura. 2 Por otro lado, la dispersion es el proceso por el cual la luz
se desvia en diferentes direcciones al interactuar con la nanoparticula. En consecuencia de
estos fendmenos es que las NPs exhiben tonalidades en longitudes de onda caracteristicas,

ocasionando un efecto dptico distintivo en el rango visible.

La excitacion de plasmones no se presenta en la materia a macroescala, esto se debe a que
en las nanoparticulas metélicas los electrones se encuentran altamente deslocalizados o
menos confinados, pues la separacion entre la banda de conduccién y la banda de valencia
desaparece, habilitando asi la absorcion de una amplia gama de energias, incluido el

espectro visible y el ultravioleta.”®

Figura 4. Oscilacion colectiva de los electrones de la superficie de AuNPs en
respuesta a un campo eléctrico externo

1.5.2 Modulacion de Efectos Plasmdnicos: Factores Fisico-Quimicos

Tras exhaustivas investigaciones sobre los fendmenos Opticos de las nanoestructuras, se
logré postular que la banda de absorcion generada por una nanoestructura metélica
dependera de factores fisicoquimicos como el tamafo, la morfologia, la composicion
quimica, la constante dielectrica producida por el medio que las rodea y las posibles

interacciones que ocurran entre ellas. 2

10



Tamafo: Cuando el tamafio del oro a nanoescala se aproxima a la longitud de onda
de Fermi, los niveles de energia se vuelven lo suficientemente discretos como para
afectar sus propiedades electrénicas®’. Se ha reportado ampliamente en la literatura
que, para AuNPs con diametros de alrededor de 20 nm, la banda de absorcién se
presenta alrededor de los 520 nm, un maximo que se encuentra en el rango visible
del espectro electromagnético lo que produce la tonalidad roja caracteristica. Por
otro lado, cuando el diametro de las AuNPs crece a longitudes superiores, la banda
de RPS exhibe un comportamiento diferente, pues comienza a desplazarse hacia
longitudes de onda mayores, lo que se conoce como ‘corrimientos al rojo’. Esto se
debe a un aumento en la dispersién de la luz sobre la absorcion, esta se vuelve mas
dominante a medida que las particulas se hacen méas grandes. Ademas, su banda en
el espectro se ensancha debido a la heterogeneidad de los modos de oscilacion
plasménica, lo que significa que las oscilaciones de los electrones libres ya no son

tan homogéneas en contraste con particulas més pequefias. 2’

Morfologia: Los avances en la sintesis y caracterizacion de nanoestructuras
plasmoénicas han hecho posible obtener AuNPs con diversas formas, como
nanoshells, nanohilos, nanocubos, nanoprismas, por mencionar solo algunas. Estos
cambios en la morfologia afectan la forma en que los electrones libres en la
superficie de las nanoparticulas interactian con la luz, lo cual influye en las
propiedades Opticas, resultando en un comportamiento de la RPS sorprendente. En
el caso de los nanoshells, la RPS dependera del grosor de la capa metalica de oro y
el tamafio del nucleo, ya que el campo eléctrico se limita a interactuar con los
electrones presentes en el shell, es decir, la coraza de oro. Los nanohilos tienen una
estructura cilindrica alargada y la RPS se vera afectada por la longitud y el diametro
del hilo. A diferencia de las esferas, los nanohilos presentan resonancias en distintas
direcciones debido a la anisotropia de su forma, lo que lleva a multiples bandas de
absorcion o dispersion en el espectro de luz. En los nanocubos y los nanoprismas, la
RPS se ve influenciada por la orientacion, posicion y angulos de sus caras,
exhibiendo picos de absorcion en distintas longitudes de onda por la geometria

anisotrépica en comparacion con las particulas esféricas. 2

11



Composicion quimica: Las AuNPs pueden estar constituidas unicamente por oro de
alta pureza, estar recubiertas o dopadas con diferentes materiales, o bien, pueden
estar aleadas con otros metales. Si se modifica la composicién del nucleo o se
recubre la AuNPs, esto puede cambiar su banda de absorcion, ya que la interaccion
entre el ndcleo y la capa metélica afectara la resonancia en funcion de factores como
el espesor y el tipo de material. En el caso de las aleaciones con metales como la
plata (Ag) y el cobre (Cu); o dopajes con elementos como el platino (Pt) y niquel
(Ni), su comportamiento puede ser ajustado en funcion de la proporcion de cada
elemento presente, pues cada uno exhibe conductas caracteristicas que pueden
aportar a la mejora de las propiedades Opticas, magnéticas, cataliticas y/o de
biocompatibilidad de las AuNPs. %°

Medio de sintesis: EI comportamiento de la resonancia de las AuNPs puede sufrir
cambios significativos segun las caracteristicas del medio que las rodea, pues
recordemos que las particulas estan en contacto directo y prolongado con los
componentes de la solucién, por lo cual es importante tomar en cuenta el papel del
medio circundante para asegurarnos que se mantenga la estabilidad coloidal.
Factores como el medio dieléctrico, el pH, la presencia de iones, electrolitos y/o
agentes estabilizantes, modifican el ambiente de las AuNPs. Por ejemplo, en medios
acidos o basicos, o bien, ante la presencia de iones y electrolitos, la carga superficial
de las AuNPs puede alterarse, lo que influye en la repulsion o agregacién entre

particulas. *°

Interaccion entre AUNPs: El fendmeno de agregacion de las AuNPs indica que la
distancia entre ellas se reduce, por lo que sus campos eléctricos interactian entre si,
causando un desplazamiento en la longitud de onda de resonancia hacia longitudes
de onda mayores y un ensanchamiento en la curva. Las AuNPs agregadas crean
modos de resonancia adicionales de mayor complejidad. ** Por otro lado, cuando
existe repulsion debido a las fuerzas electrostaticas entre las AuNPs que no

permiten su aglomeracion vy, al contrario, fomentan su dispersion en el medio, la
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1.5.3 Estabilidad coloidal y agregacion

La estabilidad coloidal de una dispersién de nanoparticulas (NPs), es un parametro
dependiente del tiempo que se relaciona con la capacidad de emplear las NPs como
elementos discretos individualmente. Desde un punto de vista cinético, la agregacion del
coloide se describe como la facilidad que tendran las NPs para colisionar entre si, esto
debido a que las NPs son inestables y tienden a aglomerarse, como consecuencia de
interacciones atractivas de tipo Van der Waals, electrostaticas y/o magnéticas. Asi pues,
una variacion en las condiciones del coloide, como un cambio en la polaridad del disolvente
o de la fuerza idnica, o la introduccién de un reactivo puede provocar la agregacion de las

NPs en el mismo.=

o Debilitamiento de la capa eléctrica: Cuando las AuNPs se encuentran dispersas en
agua, el solvente al presentar fendmenos de autoionizacion, naturalmente genera
una repulsion electrostatica entre las moléculas presentes en el medio. La adicién de
NaCl aumenta la concentracion de iones en la solucidn, lo que reduce la fuerza de la
capa eléctrica propias de las AuNPs y posibilita una interaccion atractiva entre de

ellas.®

e Apantallamiento de las cargas superficiales: Los iones de sodio (Na) de la
solucion salina se pueden unir a las AuNPs, neutralizando parcialmente las cargas
negativas en su superficie. Esto reduce la repulsion electrostatica entre las AuNPs,
facilitando su aglomeracion. No es necesaria la pérdida total de la carga superficial,
sino la suficiente cantidad para que las fuerzas de van der Waals superen la

repulsion electrostatica.*

Por otro lado, la posibilidad de modular este comportamiento resulta especialmente
interesante en el empleo de NPs de metales nobles, como son las AuNPs, debido a las
propiedades que exhiben como consecuencia de fenémenos plasmaénicos. En este sentido, la
superficie de las NPs puede ser funcionalizada, a fin de inducir estabilidad electrostética,

estérica o electroestérica.
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Figura 6. Agregacioén de las soluciones coloidales de AUNPs en presencia de
una solucion salina de NaCl

La estabilizacion estérica se relaciona con el proceso mediante el cual se previene la
agregacion de NPs coloidales, como consecuencia de la adsorcion superficial de
macromoléculas, lo que favorece la formacion de una capa protectora que contrarresta el
efecto de aglomeracion.** Dicho efecto se considera fundamental para el empleo de las
AuNPs como elemento de reconocimiento, ya que se espera tenga un efecto colorimétrico
en la solucion como respuesta a la interaccion de las AuNPs con los PVs, mas

especificamente con las proteinas de L1 de la capside.

1.5.4 Biocompatibilidad

Investigar y analizar cuidadosamente los materiales utilizados en el area biomédica es de
suma importancia debido a que interactdan intimamente con tejidos y células del cuerpo,
por lo que es esencial garantizar que sean seguros, biocompatibles y eficaces. Una
comprension profunda de las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de los materiales es
fundamental para desarrollar dispositivos y tratamientos confiables como una alternativa

para la medicina moderna.

Las AuNPs se han sometido a una amplia gama de estudios in vitro e in vivo, donde se ha
reportado que, idealmente, estas interactian de manera segura con sistemas bioldgicos sin
causar dafio, rechazo o efectos adversos, lo que les permite interactuar con células vivas.

Este hecho se debe a que el oro es un metal noble que no reacciona facilmente con las
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moléculas bioldgicas y por su tamafio, las AUNPs pueden ingresar a casi todas las areas del
cuerpo incluidas células y organulos, lo que las hace ideales para un gran numero de

aplicaciones biomédicas.

No obstante, cabe mencionar que la toxicidad de las AuNPs es influenciada
significativamente por factores como el método de sintesis, tamafio y forma de particula,
propiedades fisicoguimicas del medio de sintesis y, por supuesto, la presencia de residuos
contaminantes. Esto pueden afectar la biodistribucidn, la capacidad para inducir respuestas

inmunes y el potencial para causar dafio o alteraciones en la viabilidad celular.

Por ejemplo, existen métodos de sintesis que, al integrar estabilizantes o agentes no
aglutinates, generan una delgada capa en la superficie de la AuNPs que, incluso en
concentraciones nanomolares, pueden causar dafios en un entorno biolégico. En contraste,
métodos de sintesis ’verdes’ que utilizan extractos de plantas o biopolimeros tienden a
producir AuNPs menos toxicas debido a la biocompatibilidad de los estabilizantes

naturales.

1.6 Sensores

Un sensor es un dispositivo de deteccion de eventos y transductor de sefiales que
proporciona cierto tipo de respuesta directamente relacionada con la presencia o ausencia

de un analito objetivo.

Analito Elemento de Procesamiento
Transductor
objetivo reconocimiento de la sedal

o = DeTlec’ro y p?ocesa « Amplifica
:‘:‘0%_’9‘3& Q}(i A Fisico as sefiales ¢ Analiza
*‘32»-' 5 a ve S ¢ Salidd.y. 2
., @ l\', : Biolégico w [ o
;‘5‘ . i | 'C/-__C/ \ [i
. w
| L =) .
a e Opticas
N e Térmicas
e Fisico e Magnéticas
¢ Quimico Biofuncionalizado . Cargnbio de'masa
* Biolégico (Biosensor)

Figura 7. Elementos que componen a un sensor
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Las ventajas que ofrece la tecnologia de sensores respecto del resto de técnicas analiticas
son claras y se citan a continuacion:

e Permiten controlar el parametro analitico de forma continua y en tiempo real.

e Los resultados pueden ser visualizados directamente por el usuario y, ademas,
simultaneamente en una plataforma informatica que puede crear bases de datos para
un procesamiento estadistico.

e Se trata de una tecnologia de bajo costo y confiable que permite realizar analisis de
forma rapida y sin necesidad de personal altamente especializado.

e Los sensores son dispositivos portatiles, de facil manejo caracterizados por brindar

resultados de manera sencilla y simplificada.

Esencialmente la funcion de un sensor es ser el puente entre las enfermedades y
padecimientos, y las sefiales cuantificables; lo cual permitird el estudio y analisis de

diversos fendmenos biolégicos.

En una perspectiva biomédica, donde se involucran organismos vivos y elementos
bioldgicos, un sensor puede convertir parametros fisicos (ej. movimientos corporales,
temperatura), quimicos (ej. &cido drico, glucosa, gases) y bioldgicos (ej. enzimas, proteinas,

bacterias, virus) en una sefial que se puede medir 6ptica o eléctricamente. *

1.6.1 Sensores colorimétricos basados en AUNPs

Como lo hemos mencionado a lo largo de este trabajo de investigacion, las propiedades
oOpticas Unicas de las AuNPs, combinadas con su facilidad de funcionalizacion y alta
sensibilidad, las vuelve elementos prometedores con alto potencial de aplicacion en el

desarrollo de aplicaciones biomédicas, como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Aplicaciones biomédicas de las AUNPs con un panorama prometedor en
una amplia gama de procedimientos médicos de vanguardia

Particularmente en este trabajo, las AuNPs se consideran componentes clave para el
desarrollo de sensores colorimétricos que son propuestos como efectivos, simples y
econdmicos para la deteccion rapida y especifica de una amplia gama de analitos. Es por lo
que ante la diversidad de materiales nanoestructurados, la capacidad de las AuNPs para
funcionar como elemento de reconocimiento y, simultaneamente generar una sefial optica
cuantificable, hacen a las AuNPs los elementos mas utilizados en diversos sistemas de
sensado y biosensado. Particularmente, los ensayos colorimetricos son una buena
alternativa ya que son meétodos de deteccion y diagndstico mas directos, los cuales
proporcionan una plataforma para evaluar la presencia del analito objetivo sin necesidad de
instrumentacién compleja, con un tiempo de respuesta menor y con sistemas de

identificacion mas sencillos.
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Capitulo 2: Metodologia de sintesis
y caracterizacion

2.1 Métodos de sintesis de AUNPs

Existen diversas maneras de obtener AuNPs y la eleccion de la metodologia debe ser
cuidadosamente planeada teniendo en cuenta las necesidades del proyecto u objeto de
estudio, sin dejar de lado aspectos ambientales, econémicos y éticos. Los avances en los
procesos de sintesis permiten el control preciso sobre los parametros estructurales que
gobiernan la formacién de las nanoparticulas, y nos otorgan la posibilidad de adaptar las

propiedades de acuerdo con su uso especifico.

Los metodos de sintesis de nanoparticulas suelen agruparse en dos categorias, las
aproximaciones “top-down” y las “bottom-up”. La primera consiste en la division de
solidos en fracciones mas pequefias; involucran procesos como la molienda o abrasion,
métodos quimicos, y la volatilizacion de un solido seguido por la condensacion de los
componentes volatilizados. Mientras que los “bottom-up”, consisten en la fabricacion de
nanoparticulas a través de la condensacion de atomos o entidades moleculares en una fase

gaseosa o en solucién.®

2.2 Sintesis de AuNPs por Ablacion Laser Pulsado en medio liquido (ALPL)

Las soluciones coloidales de metales se conocen desde hace mucho tiempo, y hoy dia se
dispone de una gran variedad de métodos para su preparacion, entre ellas la Ablacion laser
pulsado en medio liquido. Para el desarrollo de este trabajo de tesis se eligié emplear el
método de ALPL (véase figura 9), considerando que nos posibilita producir soluciones
coloidales en la que se puede modular la morfologia y didmetro de las AuNPs mediante el

control de algunos parametros.
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Figura 9. Metodologia de la sintesis ALPL y caracterizacion de las AUNPs

Frente a otras técnicas, la ALPL se destaca por una serie de ventajas:

e Facilidad de montaje e Control sobre los pardmetros de
experimental. sintesis.

e Sostenibilidad ambiental. e Versatilidad en empleo de

e Sintesis libre de contaminantes. solventes.

e Altatasa de produccién.

La sintesis convencional por Ablacion Laser Pulsado (ALP) consiste en hacer incidir pulsos
de un laser de alta potencia con una longitud de onda especifica sobre un blanco del metal
precursor; acorde con la linea del laser que sea empleada, la longitud de onda puede
encontrarse en el infrarrojo hasta el cercano ultravioleta. La sintesis por ALPL es una
variacion de la técnica original donde el blanco se encuentra inmerso en un medio liquido.
Como el pulso del laser atraviesa una capa del liquido antes de irradiar al blanco, el medio
acuoso debe ser elegido de manera tal que posea propiedades Opticas que permitan una

eficiente interaccion con el blanco.
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Cuando la fuente metalica es irradiada por los pulsos, los electrones libres de la superficie
absorben la energia. Si la energia del laser y el punto de focalizacion son adecuados, la
densidad de la energia depositada sobre el blanco es absorbida y eleva la temperatura en
varios miles de grados centigrados. Los electrones de mayor temperatura comienzan a
desprenderse debido a procesos de calentamiento, fundicién y evaporacién. El resto de ellos
calienta el volumen irradiado mediante colisiones y vibraciones con atomos vecinos de la
red cristalina. Una vez absorbido el pulso laser por el blanco, el material en la superficie se
evapora hasta llevarlo al estado del plasma que termina por propagarse en el medio liquido
con una direccion ortogonal a la superficie del blanco. Los electrones libres, con su carga
negativa, interactian con los iones metalicos del plasma generado, creando una nube
electronica en la zona de incidencia del laser. Esta nube atrae méas iones metalicos donde se
van formando pequefios nucleos y, a medida que el blanco se irradia con los pulsos, se

forman las nanoparticulas. %%

2.3 Parametros de control

El proceso de ALPL conlleva complejos fenémenos fisicoquimicos que se evidencian al
producir soluciones de NPs en diferentes solventes, donde se exhiben diferentes
caracteristicas y propiedades a pesar de utilizar el mismo blanco y que su produccion haya

sido bajo las mismas condiciones experimentales y parametros de sintesis.

A fin de mejorar la eficiencia y ejecucion de la técnica, se deben de tener en cuenta los

siguientes parametros de sintesis:

e Longitud de onda del laser: Determina la profundidad de penetracion y la
eficiencia con la que el material del blanco absorbe la energia del laser. La
absorciéon déptima ocurre cuando la longitud de onda coincide con la banda de
absorcion del material.** Longitudes de onda més cortas generalmente producen
particulas mas pequefias debido a la mayor densidad de energia y la ablacion mas

localizada.
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Energia de los pulsos del laser: La energia determina la cantidad material que se
ablaciona en el blanco y, por lo tanto, la cantidad de vapor de oro que se produce.
Mayor energia del laser conduce a una mayor tasa de ablacion, es decir, a la

formacion de un mayor numero de nanoparticulas.

Frecuencia de repeticion del laser: Recordemos que cuando hablamos de la
frecuencia nos referimos a la rapidez de disparo, por lo que la velocidad a la cual las
nanoparticulas son producidas depende de cuantas veces por segundo se irradie el
blanco con el laser. Una frecuencia de repeticion mas alta permitira producir AuUNPs

en un menor tiempo, obteniendo asi una alta tasa de produccion.

Ambiente: Las nanoparticulas cominmente son sintetizadas en condiciones de
temperatura y presion estandar, pero si se llegaran a modificar estos parametros,
podrian afectar a la morfologia y la distribucién de tamafio de las nanoparticulas.
Otro aspecto que también es considerado como ambiente es el tipo de solvente
utilizado, pues las caracteristicas propias de cada liquido conferiran una estabilidad

coloidal diferente a las particulas formadas.

Composicion 'y pureza del blanco: Las propiedades que presentan las
nanoparticulas sintetizadas estardn dadas por el comportamiento a escala
nanométrica de los elementos presentes en la muestra, por lo que la pureza y
composicion quimica del blanco son cruciales para cumplir los objetivos de la

aplicacion.

Umbral de ablacién del blanco metalico: Es un parametro critico en la sintesis de
nanoparticulas por ablacion laser. Su valor determina las propiedades fisicas y
quimicas de las nanoparticulas, como su tamafio, morfologia, cristalinidad, purezay
propiedades Opticas. El objetivo es encontrar el umbral de ablacion que maximice la
eficiencia de la sintesis de nanoparticulas y minimice la formacion de subproductos
no deseados. Cabe mencionar que un blanco de oro reporta un valor de fluencia

umbral de 1,65+0,09 J/cm?con pulsos de un laser de 1064 nm.
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Tabla 2. Importancia del umbral de ablacion en la sintesis de nanoparticulas
metalicas por ALPL (adaptado de N. Chichkov, C. Momma et. al)*

<Valor del
umbral
=Valor del

umbral

>Valor del

umbral

2.4 Instrumentacion y obtencion de soluciones de AUNPs

Mecanismo de Eficiencia de sintesis
ablacion
No se produce No se generan nanoparticulas
ablacion
Se produce Se genera la cantidad minima de
ablacion por nanoparticulas
evaporacion
Se produce  Se genera una mayor cantidad de
ablacion por nanoparticulas, pero con mayor
desintegracion probabilidad de formacion de

explosiva subproductos no deseados

Propiedades
fisicoquimicas
Pueden tener defectos y
ser de baja cristalinidad
Menos defectos y mayor

cristalinidad

La nanoparticula puede
presentar defectos y una
estructura cristalina

amorfa

Para la fabricacion de las soluciones coloidales de AuNPs, se utilizaron los siguientes

equipos y materiales:

e Laser pulsado de alta energia modelo EKSPLA NL 303HT, clase 1V Nd:YAG, con

un ancho de pulso de 5 ns, una energia de salida de mJ para la linea de 532 nmy

una frecuencia de repeticion de 10 Hz.

e Hilo de oro de 0.25mm de didmetro de la marca Alfa Aesar con pureza de 99.998%.
e Solventes: Etanol (Alcohol Etilico Absoluto, J.T. Baker, Grado ACS, 99.5%),
Isopropanol (2-Propanol, J.T. Baker, Grado ACS, 99.5%), agua desionizada y agua

destilada.

El blanco de oro de alta pureza se introdujo en los frascos de 15ml vidrio de fondo y fue

llenado al 95% de su capacidad con alguno de los solventes. Este fue colocado a una
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distancia de 1.25m de la salida del laser en un soporte que permite modificar manualmente
los ejes X, vy, z; de tal manera que se pudiese ajustar el punto incidente del laser sobre el

blanco, con el fin de optimizar la formacion de AuNPs.

Se utilizé el laser de Nd:Yag en su segunda configuracion que corresponde al médulo
armonico que emite una longitud de onda de 532nm con una energia de 360mJ. Cada
solucion preparada se sometié a 2 rondas de irradiacion durante 5 minutos. Las AuNPs
producidas fueron almacenadas a temperatura ambiente y se monitorearon continuamente

para identificar cambios en su coloracion o en su estabilidad coloidal.

2.5 Ensayos de agregacion

Las AuNPs requieren un analisis extenso para comprender su comportamiento natural y
establecer patrones referenciales que permitan la comparacion al interactuar con el sistema
bioldgico de interés. Es por ello que se llevaron a cabo mudltiples ensayos a fin de
identificar la concentracion optima y el volumen minimo de solucién de NaCl necesaria
para inducir la agregacion entre las AuNPs. En este proceso no sélo se buscOd una
evaluacion mediante los espectros de absorcion UV-Vis, sino que principalmente, por
inspeccion visual se tuviera la capacidad de identificar el cambio de colorimetria de la
solucion; de tal manera que exhiba un cambio evidente en la solucién siendo lo

suficientemente contrastante para revelar la agregacion.

Se comenzd por preparar 3 soluciones de NaCl en diferentes concentraciones molares:
0.1M, 0.5M y 1M, usando como solvente agua desionizada. Con ayuda de una micropipeta,
por cada solucién coloidal de AuNPs se incorporaron 3ml en recipientes cilindricos
estériles de vidrio rotulados del 1 al 4. En seguida, las muestras 1 de cada solvente, que
funcionaron como control, recibieron unicamente 500ul de agua desionizada. Las muestras

2, 3y 4 recibieron 500ul de las soluciones a 0.1M, 0.5M y 1M de NaCl, respectivamente.
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Se tomo evidencia fotografica de las soluciones inmediatamente y a las 24 hrs posteriores al
ensayo, véase figura 13. Ademas, se realizaron analisis cuantitativos de dichas soluciones

por medio de caracterizaciones por espectroscopia de absorcion UV-Vis.

Con el fin de determinar el volumen minimo necesario, se procedio a agregar gradualmente
microlitros de soluciones de NaCl, comenzando por 100 pl hasta llegar a los 300 pl. Este
cambio se manifiesta como la transicion de la solucién de nanoparticulas desde su color
rojo caracteristico hacia tonalidades violetas, relacionadas con un desplazamiento a

mayores longitudes de onda de la RPS.

2.6 Espectrometria UV-Vis

Un espectrofotometro UV-Vis es un instrumento empleado para medir la absorbancia, la
transmitancia y la reflectancia de un material en un intervalo de longitudes de onda que va
desde el espectro ultravioleta hasta el infrarrojo (200-1100 nm). La radiacion incidente
sobre la muestra se encuentra caracterizado por una intensidad, al comparar la intensidad de
la radiacion transmitida a través de la muestra, se pueden realizar mediciones de
transmitancia y absorbancia. En este trabajo se empled un espectrofotometro Perkin
Elmer® Inc. Waltham MA modelo Lambda 25, a fin de realizar mediciones de absorbancia,
ya que estas nos permiten identificar la longitud de onda de RPS caracteristica de las
AUNPs. La absorcion de las AuNPs en la region visible del espectro electromagnético es
altamente sensible al tamarfio de particula, por lo que permite detectar cambios sutiles en el

tamano, siendo una herramienta ideal para monitorear el comportamiento de agregacion.

Se realiz0 la caracterizacion de las soluciones (etanol, isopropanol, agua destilada y agua
desionizada) en los distintos solventes, esto para muestras puras de AuNPs, asi como para
las que se les incorporo solucién salina con dependencia de la concentracién de NaCl
(0.1M, 0.5M y 1M). Esto posibilita identificar el desplazamiento de la longitud de onda del
SPR inducido por fendmeno de agregacion.
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2.7 Microscopia Electrénica de Transmision

La Microscopia Electréonica de Transmisién es una técnica de caracterizacion que
proporciona imagenes de alta resolucién que permite realizar la observacion directa de
materiales a escala nanométrica, lo que es crucial para visualizar la morfologia, sus
caracteristicas estructurales y cristalinas. Este microscopio utiliza un haz de electrones, con
elevada energia y pequefia longitud de onda (del orden de distancias interatomicas), el cual
incide sobre la muestra a fin de generar imagenes con elevadas magnificaciones. El haz
incidente permite que exista la transmision de electrones, los cuales se analizan como
funcién de onda, a fin de obtener la informacién de interaccion (dispersion y difraccién)

con la muestra y asi generar las imagenes.

Inicialmente se caracterizaron 4 muestras, las correspondientes a las soluciones de AuNPs
suspendidas en etanol, isopropanol, agua destilada y agua desionizada. La caracterizacion
se realiz6 en el Laboratorio Avanzado de Nanoscopia Electronica del CINVESTAV-IPN
con un microscopio electronico de transmisién modelo JEM-ARMZ200F de la marca
JEOL® con una diferencia de potencial de 80 kV.

2.7.1 Preparacion de la muestra

Se utilizaron rejillas de cobre de 200 lineas/pulgada (Electron Microscopy Sciences Inc.,
Hatfiel PA) que fueron recubiertas por una pelicula delgada de Cloroformo y Polivinil 3%.
Posteriormente, se cargaron 5ul de la suspension de AuNPs sobre el recubrimiento de la
rejilla y se dejo reposar la gota durante 3 minutos. Pasado este tiempo, se retird
cuidadosamente con un papel filtro Whatman 1 mm tocando la parte superior de la gota de
tal manera que no entrara en contacto con la membrana para evitar contaminaciones. Este
proceso se repitié 3 veces con cada suspension de AuNPs para asegurarnos que gran parte

de las nanoparticulas se pudieran sedimentar y adherir correctamente sobre la membrana.
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2.8 Produccion de PVs de VPH-16

Transformacién ., pSVL-YFP  Lisis bacteriana 'y 29311
UU bacteriana \ ) purificacion A
\ =i T D (& ::.;: :_~' )
(:\ :,,:,) 1.
P Gid Cultivo celular y co-
Topagacion ce transfeccion de los
plasmidos plasmidos

Andlisis de

datos ’-
( Caracterizacion oy s
N es Western-Blot y Ultracentrifugacién Lisis celulu’r y Mﬁnlforeo POy
TEM y recuperacion de purificacién epitiuorescencia

PVs

Figura 10. Metodologia de la produccion de PVs de VPH-16 en la linea celular 293TT

Como ya se ha mencionado, los PVs son una excelente herramienta biolégica que nos
permite estudiar el comportamiento de primer contacto de los viriones nativos con
considerables ventajas. En este proyecto, se produjeron PVs de VPH-16 por el método de
transfeccion implementando un modelo in vitro bidimensional: placas de cultivo de la linea
celular 293TT.

La metodologia hace uso de células transfectadas con un pseudogenoma del virus del VPH-
16, en el cual existen regiones que contienen secuencias de nucleétidos que codifican para
que la maquinaria celular traduzca y forme la capside viral del VPH compuesta por las
proteinas estructurales L1y L2. Cada paso se detalla a continuacion.

2.8.1 Propagacion de los plasmidos

Para aumentar las probabilidades de éxito en la formacion de los PVs, es fundamental que
los plasmidos utilizados en el proceso de transfeccidn sean de calidad, estén concentrados,

que el ADN sea de alta pureza, libre de contaminantes y que cuenten con estabilidad
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estructural para evitar interferencias con la transfeccion, expresion de las proteinas y, por
supuesto, minimizar la posibilidad de mutaciones o degradacion del material genético. Es
por lo que la metodologia de obtencién de PVs de VPH-16 comienza por la propagacion de
los plasmidos: pl6shell y pSVL-YFP. Esta técnica de biologia molecular nos permite
obtener plasmidos “frescos” que aumentan la eficiencia de transfeccion y mejora la tasa de

éxito para la obtencién de PVs.

El pldésmido pl6shell codifica a las proteinas L1 y L2 que tiene la capacidad de
autoensamblarse y formar la capside viral de morfologia icosaédrica caracteristica del VPH.
Por otro lado, el plasmido pSVL-YFP actuara como pseudogenoma, este plasmido contiene
el promotor de SV40 con su origen de replicacion de ADN y codifica a la proteina del gen
reportero. ElI pSVL-YFP expresa una proteina globular derivada de la medusa Aequoerea
victoria, que bajo excitacion fotonica presenta fendmenos de fluorescencia, permitiendo

monitorear facilmente el proceso de formacion y replicacion de los PVs.

La propagacion de los plasmidos se hizo por medio de transformacién de bacterias
Escherichia coli DH5a competentes con el método de choque térmico. Para ello, las
bacterias competentes se mezclan con el ADN del plasmido a propagar para,
posteriormente, someter la mezcla a cambios bruscos de temperatura. Primero, la mezcla de
transformacion se incub6 a 4°C durante 30 minutos, en seguida, fue calentada subitamente
en un bafio a 42°C durante 2 minutos y, finalmente, fue colocada sobre hielo por 5 minutos.
Este choque térmico induce la desestabilizacion de la membrana bacteriana permitiendo la
entrada de ADN exo6geno, en este caso los plasmidos pl6shell y pSVL-YFP. Cuando los
plasmidos de interés ya estan dentro de la bacteria, se replican utilizando los mecanismos
de replicacion del ADN propios de la bacteria, formando un considerable nimero de copias
(>1000 copias por celula).

Posteriormente se prepararon dos cajas petri con LB agar solido (Peptona de caseina (1%),
Extracto de levadura (0.5%), NaCl (1%), Agar (1.5%)) como medio de cultivo y fue
suplementado con 200 ug/mL de antibidtico Ampicilina, para que el crecimiento y

reproduccion de las DH5a transformadas con los pldsmidos de interés, fuera selectivo. En
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un area estéril, un asa bacterioldgica fue sumergida en la mezcla de las bacterias ya
transformadas de tal manera que una alicuota por cada vial fuera espatulada

cuidadosamente por toda la placa. Ambas cajas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas.

Pasado este tiempo, se visualizaron e identificaron aquellas colonias aisladas
correspondientes a cada plasmido y, nuevamente en condiciones de esterilidad, fueron
recolectadas y llevadas a una solucion LB liquido (Peptona de caseina (1%), Extracto de
levadura (0.5%), NaCl (1%)) e incubadas bajo agitacién vigorosa (200rpm) durante 17
horas a una temperatura de 37°C, que le brindan las condiciones a las bacterias para poder

replicarse de forma exitosa.

Los plasmidos son recuperados por medio de un lisado bacteriano y purificados de restos
celulares, material genético y cualquier otro contaminante residual para su uso posterior. La
muestra fue centrifugada a 500 rpm durante 15 minutos a una temperatura de 4°C, de tal
manera que, por fuerza centrifuga, el plasmido pudiera separarse del resto de los
componentes. Se decantd el medio y el pellet bacteriano se resuspendi6é en 4 ml de buffer
P1 (Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8.0) y se utiliz6 el vortex para homogenizar.
Enseguida se afiadieron 4 ml de buffer P2 (NaOH 0.1 M y SDS al 1%), esto se mezclé por
inversion 6 veces y se incub0 a temperatura ambiente durante 10 minutos. Posterior a esto
se agregaron 4 ml de buffer P3 frio (Acetato de potasio 1.5 M, pH 5.5), se mezcl6 por

inversion 6 veces y luego se incubd 20 minutos en refrigeracion a 4°C.

Para obtener los plasmidos se siguieron las instrucciones del fabricante. Primeramente, se
clarific el sobrenadante haciéndolo pasar por un filtro (QIAfilter Midi Cartridges), el
sobrenadante eluido de la columna fue recolectado en un tubo cénico de 15 ml, enseguida
se precipito el ADN afiadiendo 0.7 volimenes de isopropanol absoluto frio, se mezclo y fue
dividido en microtubos de 1.5mL para una posterior centrifugacion a 13,500 rpm durante
30 minutos a 4°C. Finalmente, se decant6 el sobrenadante y se lavo dos veces con 1 ml de
etanol al 70% centrifugando a 13,500 rpm por 10 minutos por lavado, después se decantd el
etanol para dejar secar el pellet a temperatura ambiente el cual fue resuspendido en 200 pL

de agua libre de nucleasas (H,OLN).
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2.8.2 Cultivo celular de la linea celular 293TT

La linea celular 293TT es una version modificada de la linea HEK293T, esta es una linea
celular epitelial humana derivada del rifidn embrionario, que fue disefiada y genéticamente
modificada especificamente para sobreexpresar el antigeno T grande del virus simio SV40.
Esta modificacion permite una alta eficiencia en la produccion de particulas virales, lo que
la hace particularmente Gtil en estudios relacionados con la biologia de virus como VPHs,
debido a que se trata de células inmortalizadas, altamente transfectables y con una tasa de

proliferacion elevada.*

Estas caracteristicas las convierten en un sistema modelo de gran valor para la
investigacion biomédica. Su féacil cultivo, répido crecimiento y alta eficiencia en la
produccion de proteinas las hacen idoneas para la generacion de vacunas de adenovirus
destinadas a terapia génica, profilaxis y oncologia. * Ademas, su capacidad para amplificar
vectores virales y replicar particulas viricas de manera eficiente, junto con su baja
inmunogenicidad y alta actividad terapéutica, las posicionan como la herramienta ideal para
este proyecto de investigacion. Para trabajar correctamente, las células debian estar en buen
estado fisiolégico, por lo que fue importante cumplir estrictamente con sus condiciones de
cultivo descritas en la figura 11.

Medio de cultivo

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium; Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham MA) suplementado con
5% de suero fetal bovino (FBS), penicilina (50 pg/ml),
estreptomicina (50 pg/ml), gentamicina (50 pg/ml)
(PAA Laboratories, Inc., ON, Canadd) y 200 pg/ml de
higromicina (Thermo Fisher Scientific).

Subcultivo
* Pases generalmente cada 2-3 dias cuando
alcanzan un 80-90% de confluencia
* Uso de tripsina-EDTA 0.25% para la disociacidn
de las células
* Rangos de divisién 1:10 para mantenimiento y 1:3
para transfeccién

Linea celular Condiciones de incubacion
293TT * Temperatura: 37°C
e Atmdsfera: 5% CO2

Figura 11. Condiciones de cultivo de la linea celular 293TT utilizadas en el
procedimiento experimental para la produccion de pseudovirus
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Después de monitorear las condiciones de cultivo mediante pases de
mantenimiento, se sembraron 3 platos de cultivo de 100 mm de didmetro
(Corning 430167) en un rango de dilucion 1:3 y fueron colocadas en
incubacion. Pasadas 24 horas se pudo observar un estado de crecimiento
activo obteniendo una confluencia aproximada del 70%, lo que nos indicé que
se encontraban listas para comenzar. Los cultivos se sometieron a 2 rondas de
lavado de 5ml con buffer PBS (NaCl 0.8%, Na,HPO, 0.14%, KH,PO,
0.024%, agua desionizada al aforo) para retirar cualquier resto de medio que

pudiese intervenir con la transfeccion.

2.8.3 Transfeccion de los plasmidos

Se realizé una co-transfeccion de los plasmidos p16shell y del pseudogenoma pSVL-YFP
en las células 293TT, es decir, se transfectaron los dos plasmidos de manera simultanea
dentro de la célula. Se agregaron 6.5 pl del plasmido pl6shell y 5.10 pul del pseudogenoma
pSVL-YFP, estos volimenes corresponden a concentraciones aproximadas de 6529.2 y
7105.8 ng/pl, respectivamente. Ambos fueron incorporados a la mezcla sustituto del medio
de cultivo de las células junto con 25 pl del agente Lipofectin de la marca Invitrogen®
(Thermo-Fisher) y 430 pl de medio Opti-MEM para asegura una preparacion homogénea y
estable de los complejos para la entrega eficiente del material genético a las células. El
Lipofectin es una mezcla de fosfolipidos que se unen a los acidos nucleicos y cuando entra
en contacto con las células, los fosfolipidos se fusionan con las membranas celulares,

permitiendo que los acidos nucleicos se liberen en el citoplasma de la célula.

Una vez dentro, las secuencias de &cidos nucleicos son transportados al nucleo donde son
expresados por la maquinaria celular. Cada 30 minutos por 5 horas, se mezclaron
suavemente para que los plasmidos y el Lipofectin se distribuyeran homogéneamente sobre
el cultivo. Posteriormente, la mezcla fue neutralizada con 2.5 ml de medio DMEM

completo y se dejaron reposar por las siguientes 24 horas.
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2.8.4 Monitoreo por Microscopia de Fluorescencia

Las celulas post-transfectadas fueron visualizadas detalladamente en un microscopio
invertido con epifluorescencia. Nuestro objetivo fue observar el color brillante
caracteristico de la proteina YFP expresada por el pseudogenoma para controlar y
monitorear con mayor facilidad el proceso de produccion de los PVs. Se monitored que la
expresion de YFP aumentara en funcién del tiempo y, con base a ello, analizar la intensidad
de luz emitida para determinar la eficiencia de transfeccion. Después de haber sido
monitoreadas a las 17, 30 y 55 horas post-transfeccion (véase figura 17), se puede inferir
que las células introdujeron exitosamente los plasmidos pues se estd expresando
correctamente la proteina fluorescente del plasmido pSVL-YFP vy, tedricamente en este
punto, la maquinaria de las células 293TT también debié de haber producido y ensamblado

las proteinas L1y L2 correspondientes al plasmido p16shell.

2.8.5 Lisado celular, separacion y purificacion

Como los PVs se produjeron y formaron dentro de las células, se llevo a cabo un proceso de
lisado celular para romper sus membranas y recuperar el contenido. Esto se logré
recolectando las células transfectadas cuidadosamente en viales estériles y afiadiendo una
solucion de MgCl2 0.5M vy detergente Brij58 a una concentracién final de 0.25%, e
incubando a 37°C por 24 horas. Estos dos compuestos ayudan a romper la membrana

celular de forma suave y eficiente.

Como era de esperarse, después de la lisis el resto de los componentes celulares también se
incorporaron en la muestra. Pasadas 22 horas de haber comenzado el proceso de lisis, se
tratdé con una solucion de Benzonasa durante 120 minutos, la cual se encarga de degradar
componentes celulares residuales (ADN y el ARN), evitando asi que estos interfieran con
los ensayos posteriores. Adicionalmente, para precipitar los residuos proteicos
contaminantes, se agregé un volumen del orden de microlitros de NaCl. Esto vuelve
insolubles las proteinas presentes, aglomerandolas en la superficie, lo que facilitd su

extraccion. La muestra restante fue clarificada a través de centrifugacion durante 15
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minutos a 2000 rpm a 4°C. De esta forma, se pudo recuperar el sobrenadante

correspondiente al volumen donde se encuentran suspendidos los PVs.

Para purificar la muestra y asegurarnos de obtener la mayor cantidad de PVs con una
capside estructuralmente estable, se procedi6 a ultracentrifugacion isopinica. En un tubo
para ultracentrifuga se afiadié medio de separacion Optiprep” de la marca Sigma Aldrich®
en un gradiente escalonado de concentracion de 27%, 33% y 39%. Las muestras de los PVs
obtenidas de los lisados, fueron cuidadosamente colocadas por la pared superior del tubo,
de manera que estas quedan suspendidas en el gradiente. Después, los tubos fueron llevados
a una ultracentrifuga XPN-100 (Beckman Coulter Inc., La Brea CA) en un rotor de
columpio Beckman SW40 Ti durante 20 horas a 170,000 rcf a una temperatura de 4°C.
Posteriormente, se observo un bandeo perpendicular a lo largo de los tubos que, una vez
identificados, se recuperaron delicadamente con una jeringa a través del tubo para obtener
las muestras de los PVs.

A partir de aqui, las muestras se manipularon con materiales de baja adherencia para evitar

que los PVs se quedaran pegados al plastico a lo largo del proceso.

En este punto, cabe recalcar que la muestra fue separada en base a su densidad, por lo que
muchas otras particulas pudieron coincidir en la misma banda, pero ser de diferente tamafio
a 50-60nm, intervalo caracteristico de los PVs. Es por ello que se utilizaron columnas de
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC), a fin de separar las biomoléculas segun su
tamafo en funcion de su capacidad para difundirse a través de una matriz porosa. Un
mecanismo donde las moléculas méas pequefias se pudieron difundir a través de los poros,
mientras que las moléculas més grandes quedaron excluidas. Finalmente, las muestras
fueron cargadas en columnas de la marca Sephadex " G-25-M y con un buffer DPBS (NaCl
137mM 0.81%, KCI 2.7mM 0.02%, Na,HPO, 8.1mM 0.12%, KH,PO, 1.5mM 0.02%,
CaCl, 0.9mM 0.013%, MgCl, 0.5mM 0.01%) + NaCl 0.5M se hicieron 12 rondas de

recuperacion de fracciones de 500l las cuales fueron almacenadas a 4°C hasta su uso.
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2.9 Caracterizacion de los PVs

2.9.1 Inmunotransferencia

La inmunotransferencia, coloquialmente conocida como Western-Blot, es una técnica de
biologia molecular de maltiples pasos utilizada para la deteccion y semi-cuantificacion de
proteinas, que permite separar e identificar una proteina de interés especifica. En este caso
nuestro objetivo fue detectar la presencia de la proteina que forma mayoritariamente la

capside viral: L1, para identificar las fracciones donde se encontraban los PVs.

El primer paso constd de la preparacion de un gel de acrilamida al 8%, el cual fue
introducido en una camara de electroforesis con buffer  Tris-Glicina
(Tris(hidroximetil)aminometano 10%, acido glicina 10%). Se cargaron 20ul de las muestras
de los PVs y 20ul de buffer Laemmli 2x (Tris-HCI: 0.125 M, pH 6.8, glicerol 20%) en los
pozos disponibles, es decir, un volumen total de 40ul por pozo y se incluyé un marcador de
peso molecular como referencia. Posteriormente, la camara se conectd a una fuente de
poder la cual aplica un campo eléctrico donde el gel se sometid a una corriente constante de

30mA durante 4 horas.

Después de observar la migracion de las proteinas a traves del gel, este fue limpiado y
colocado en un equipo especializado de transferencia, Transfer-Blot Turbo® Bio-Rad. Se
coloco un paquete compacto, compuesto por esponja delgada, papel filtro, membrana, gel,
papel filtro y esponja delgada, en ese orden especifico; de tal manera que el gel quedd en
contacto directo y a presion con una membrana especializada de transferencia, en un medio
con buffer de transferencia (Tris-base 25 mM, Glicina: 192 mM, Metanol: 20%, pH 8.3). El

equipo indujo una corriente de 6.3A durante 3 minutos.

En seguida, esta membrana fue tratada con diferentes sustancias en agitacion a temperatura

ambiente:
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e Solucion bloqueadora: Evita la union no especifica de anticuerpos y mejora la
sensibilidad del ensayo. En este caso 5ml de una solucién al 15% de leche
desnatada en polvo por 2 horas. (Preparada con buffer PBS)

e Anticuerpo primario: Se incub6 la membrana con 1.2ml de anticuerpo monoclonal
en un rango de dilucion de 1:1000 con una solucion 10% de la leche desnatada en
polvo durante 24 horas. Se utilizo el anticuerpo VPH-16-L1 de raton IgG2a.

e Lavados: La membrana se sometio a 3 rondas de lavado durante 10 minutos con
buffer PBS-Tween20 0.2% (Tween 20 0.2%, NaCl 0.8%, Na,HPO, 0.14%, KH,PO,
0.024%, agua desionizada al aforo) y 1 ronda con PBS puro (NaCl 0.8%, Na,HPO,
0.14%, KH,PO, 0.024%, agua desionizada al aforo). Esto para eliminar el

anticuerpo presente que no se unié a la membrana.

e Anticuerpo secundario: Se incuba la membrana con 1.2ml en un rango de dilucion
de 1:2000 con una solucion 10% de la leche desnatada en polvo durante 2 horas. Se
utilizé el anticuerpo anti-ratén que tiene afinidad por el anticuerpo primario vy,
ademas, estd marcado con la enzima peroxidasa de rdbano (HRP).

e Lavados: Nuevamente la membrana se sometié a 3 rondas de lavado durante 10
minutos con buffer PBS-Tween20 y 1 ronda con PBS puro. Esto para eliminar el
anticuerpo secundario presente que no se unié al anticuerpo primario.

e Reactivo de revelado: Con ayuda de una micropipeta se distribuyo

homogéneamente por toda la membrana 120 pl del reactivo Luminata.

Cuidadosamente la membrana se coloco en el equipo C-Digit Blot Scanner procurando que
la cara que estuviera expuesta al reactivo de revelado se posicione directamente sobre el
escaner. Las imagenes fueron procesadas y visualizadas por un equipo de cémputo.

2.9.2 Microscopia Electronica de Transmision

2.9.2.1 Preparacion de las muestras: tincion negativa

Sobre las rejillas de cobre ya tratadas, recubiertas con la membrana delgada de Cloroformo

y Polivinil 3% y con el sombreado de carbono; empleando una micropipeta utilizando
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puntas de baja adherencia, se coloc6 un volumen de 20ul perteneciente a las fracciones

donde el Western-Blot revelo la presencia de la proteina L1 (véase figura 23).

Esta gota de 20ul se mantuvo sobre la rejilla durante 5 minutos y se retird cuidadosamente
sin tocar la membrana para evitar contaminaciones y dafos estructurales. Posteriormente,
se prepard una solucion de Acetato de Uranilo al 2% con todas las medidas de seguridad
necesarias y se colocaron 3 rondas de gotas de 20pl. La primera se retir6 inmediatamente al
hacer contacto con la rejilla, la segunda se dejo reposar durante 30 segundos y la tercera se
dejo reposar por 3 minutos.

2.10 Ensayos de agregacion en ausencia y presencia de pseudovirus

Los experimentos mas importantes de este proyecto son los ensayos de agregacion de las
suspensiones de AuNPs en ausencia y presencia de PVs. Estos nos brindaran informacién
para determinar si las AuNPs pueden ser empleadas como elemento de reconocimiento,
evaluando la respuesta Optica inducida por fenomenos de agregacion de AUNPs,
centrandose en la sensibilidad a la interaccion con PVs, en dependencia de las

concentraciones de solucion salina y los volumenes de PVs.

En este punto de la investigacion, ya se tienen establecidos los siguientes criterios:

e Las AuNPs sintetizadas en agua destilada tiene una mejor estabilidad coloidal; el
tamafio y la forma cumplen con el diametro y morfologia esperada; no existen
conglomerados en la muestra, por lo que su comportamiento optico es el deseado.

e Al incorporar un volumen de solucion salina de 1M de NaCl a la suspension de
AuNP, se logra observar un cambio drastico del rojo caracteristico a una tonalidad
violeta, lo que nos permite determinar esta concentracion como la déptima para

visualizar el cambio de colorimetria.

En una placa esteril de 96 pozos de fondo plano con capacidad volumétrica de 360 pl, se

realizaron los ensayos de ausencia y presencia de pseudovirus en la solucién de AuNPs
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sintetizadas en agua destilada. La metodologia del experimento se ilustra en la figura 12,
donde se observa la disposicion de las muestras y los controles que se utilizaron en el
experimento para establecer lineas referenciales que nos permitan evaluar el

comportamiento y la respuesta dptica de la interaccion entre las AuNPs y los PVs.

200p! AuNPs Control del elemento de
1 2 3 4 5 reconocimiento
100! AuNPs + Control de la
A 85pl NaCl aglomeracién
B 100! AuNPs +
<@ 15pl VPH VPs +
C - 85pl NaCl Test de sensibilidad de
las AuNPs frente a |
il 100! AuNPs + Py e irontealos
D 30ul VPH VPs +
85l NaCl

Figura 12. Metodologia experimental de los ensayos de agregaciéon en ausenciay
presencia de los PVs, solucion de AuNPs sintetizadas en agua destilada.

Dichas muestras fueron sometidas a un analisis (por triplicado) UV-Vis en un rango de
longitud de onda entre los 200-800 nm utilizando el lector de microplacas Agilent BioTek®
Synergy H4 Hybrid. Los espectros resultantes de esta caracterizacion se reportan en la

seccion 3.7.
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Capitulo 3: Resultados y discusiones

3.1 AuNPs obtenidas por ALP

Figura 13. AuNPs producidas por ALPL en a) etanol, b) isopropanol, ¢) agua
destiladay d) agua desionizada.

Por inspeccién visual, las muestras obtenidas se pueden describir cualitativamente como
soluciones que exhiben una tonalidad en la gama del violeta para aquellas en las que los
solventes son grupos hidroxilos: etanol e isopropanol, en tanto que, las que soluciones en

agua destilada y agua desionizada exhiben una tonalidad en la gama del rojo.

Esta caracteristica de tonalidad de la solucién se ha descrito previamente en la seccién 1.5.2
y se puede relacionar con las dimensiones de las AuNPs, de manera que las soluciones con
tonalidades en la gama del rojo se asume deben tener menor dimensién en comparacién con
aquellas en la gama del violeta. Asumiendo AuNPs con una morfologia esférica y/o
cuasieférica se podria sugerir que sus diametros podrian encontrarse en el rango de los 20-
30 nm.

Adicionalmente, las soluciones no exhibieron un cambio perceptible en tonalidad o
sedimentacion después de un periodo de cuatro meses posterior a ser sintetizadas, lo que se

sugiere como un indicador de su estabilidad coloidal.
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3.2 Absorbancia de AuNPs

0.7
AuNPs
08 Sz Etanol
Isopropanol

520 nm ——Agua destilada

0.5 —— Agua desionizada
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0.2

0.1

0. 0 1 " 1 1 1 1
400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 14. Espectro de absorbancia obtenido al caracterizar las AUNPs en diferentes
solventes por espectrofotometria UV-Vis

La caracterizacion UV-Vis revela valiosa informacion sobre las propiedades de las
muestras bajo estudio al analizar sus espectros de absorcion. En esta discusion, exploramos
detalladamente los patrones obtenidos, identificando tendencias significativas y destacando

las caracteristicas distintivas de las soluciones de AuNPs sintetizadas.

En la figura 14 visualizamos el espectro de absorcion donde se comparan las curvas de las
AUNPs en los diferentes solventes. Asumiendo que las soluciones de AuNPs sintetizadas
poseen una morfologia esférica y/o cuasiesférica, se sugiere que el tamafio de la particula es
directamente proporcional a Agps, de manera tal que el tamafio de la nanoparticula

aumentara conforme aumente la longitud de onda RPS. Es por ello que podemos destacar
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que para las soluciones de agua destilada y agua desionizada, la RPS se presenta a 522nmy
520nm respectivamente, sugiriendo AuNPs de menor tamario. Por otro lado, las soluciones
de etanol e isopropanol donde la RPS se oberva a longitudes de onda mayores: 542nm y
538nm respectivamente, delata la presencia de AuNPs de mayor tamafio o bien, la

formacion de pequefios clusters.

Con el propdsito de brindar una estimacion del tamafio de las AuNPs se emplearan dos
modelos propuestos por Haiss et al.** asi como por Igbal et al.**. Estas estimaciones son
dependientes, respectivamente, de la magnitud de la absorbancia (Arps) Yy de la longitud de
onda (Agrps) asociada a resonancia del plasmon de superficie. Las expresiones asociadas a

los modelos mencionados son las siguientes:

. Agps
Modelo de Haiss: dyaiss(Arps) = exp | B4 1. B,
450

Donde B, = 3.00, B, = 2.20 y A,5, corresponde a la magnitud de la absorbancia medida a 450 nm.
Y,
Modelo de Iqbal dlqbal(ARPS) = 2. SlllRpS —1294.8

Por lo que a partir del analisis de los espectros y haciendo uso de dichos modelos se realiza

la estimacion del tamafio de particula, magnitudes que se condensan en la tabla 3.

Tabla 3. Estimacion de los tamafios de AuNPs producidas en distintos solventes
utilizando las expresiones propuestas por Haiss et al (2007)* e Igbal (2016)*

dHaiss (ARPS) dlqbal (ARPS)
Solvente Aspr(nm) d(nm) d(nm)
Etanol 542 6.9 66.1
Isopropanol 538 5.7 56.1
Agua destilada 522 7.0 15.9
Agua desionizada 520 8.2 10.9

Adicionalmente se puede comentar que por comparacion entre los perfiles asociados a la

resonancia del plasmon de superficie, se sugiere que existe un ensanchamiento en las
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curvas correspondientes a etanol e isopropanol, lo que se sugiere puede relacionarse con la
agregacion de AuNPs y la polidispercion de tamafios acorde con lo comentado en la
seccion 1.5.3. Todos estos apectos seran corroborados con un analisis completario a las

micrografias por TEM.

3.3 Micrografias TEM de AuNPs
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Figura 15. Micrografias TEM 250k de las AuNPs obtenidas por ALPL en a) etanol, b)

isopropanol, c) agua destilada, d) agua desionizada

A primera vista, se aprecian imagenes de campo claro, donde las zonas contrastantes
corresponden a la presencia de las AuNPs. Como naturalmente estas son electrodensas, su
visualizacion no representa mayor complejidad y se logran identificar AuNPs de
morfologia esférica y/o cuasiesférica que son polidispersas, es decir, que no tienen un

tamafio homogéneo.

En la figura 15a) se muestran las AuNPs que fueron sintetizadas en etanol. Su

comportamiento, como se habia teorizado al observar la tonalidad de la solucion y
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sustentado por el pico de absorcion en el espectro de la caracterizacion por UV-Vis,

confirma la existencia de una aglomeracion entre las AUNPs.

Figura 16. Analisis de tamafios de las AuNPs producidas en etanol

Si analizamos en la figura 16 detenidamente uno de los clusters formados en etanol,
podemos confirmar que las particulas presentan una amplia dispersion de tamarios, en los
intervalos de entre los 6 nm, 8.75 nm, 9 nm, 11nm e incluso diametros de 14 nmy 25 nm,

representativamente.

Un comportamiento similar es evidente en la figura 15b) para las AuNPs sintetizadas en
isopropanol, pero estas se visualizan mas dispersas a través de la rejilla y se agrupan en
clusters mas pequefios. Se logran identificar en la figura 17 que las AuNPs forman
aglomerados de 31.5 nm y 48 nm, conformados por particulas con tamafios de 5.7 nm, 9

nmy 15 nm, aproximadamente.

Este andlisis resulta congruente con los espectros de absorcion previamente analizados,
pues el ancho de la curva del etanol es mayor al de todos los demas, seguido por la curva de
isopropanol. Este comportamiento confirma nuevamente la naturaleza de polidispersion de

tamanos y, por supuesto, la presencia de los clusters visualizados.
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50 nm'

Figura 17. Anélisis de tamafios de las AuNPs producidas en isopropanol

Por otro lado, en la figura 15d) y 15e) encontramos a las AuNPs sintetizadas en agua
destilada y desionizada, respectivamente. La morfologia esférica y la dispersiéon entre
particulas son mas evidentes en estas micrografias. No existe la presencia de clusters dentro
de la muestra, lo que es un gran indicador de que las particulas sintetizadas especificamente

en estos dos solventes satisfacen mejor las condiciones de morfologia, tamafio y dispersion.

—an.
- ‘.

Figura 18. Analisis de tamafos de las AuNPs producidas en agua destilada

No obstante, se observa que las AuNPs no cuentan con un tamafio homogéneo, pues se
detecta la presencia de particulas con diametros menores a 20nm. En el caso de las

sintetizadas en agua destilada, se visualiza en la figura 18 una gran cantidad de particulas
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con diametros menores a 9 nm y, representativamente, AuUNPs de 10 nm, 11.5 nm, 12.5 nm,
15 nmy 20 nm.

Figura 19. Analisis de tamafnos de las AuNPs producidas en agua desionizada

Al analizar la micrografia de AuNPs sintetizadas en agua desionizada se logra apreciar una
distribucion mas homogénea y una menor polidispersion de tamafio. Particularmente en la
figura 19 se pueden apreciar AuNPs con didmetros de 8 nm, donde a su vez existe una
elevada cantidad de particulas de 16 nm, 17 nm y 20nm. Ademas, se podria destacar que,
incluso en las zonas donde las AuNPs se encuentran a una menor distancia una de la otra,
estas no entran en contacto. Este comportamiento podria revelar una repulsién electrostatica

entre particulas, como se establecié en la seccion 1.5.3.

En adicion, si se cotejan los datos obtenidos en el andlisis de tamafios de AuNPs con la
tabla 3, podemos sefialar que los propuestos por Haiss et al.*’ e Igbal et al.** de nos prmiten

calcular estimaciones en intervalos semejantes a los datos recopilados por TEM.
Finalmente, cabe mencionar que estas caracterizaciones nos ha dado valiosa informacion la

cual nos incentiva a realizar analisis, estudios y mejoras posteriores para complementar esta

linea de investigacion, entre ellas:
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e Reducir la polidispersion de tamafios. Este aspecto podria corregirse al estandarizar
cuidadosamente el proceso de sintesis por ALPL e identifica los parametros a
modificar para obtener mejores resultados respecto a la homogeneidad de tamafios;
ya que, en cuestion a la morfologia, se lograron sintetizar AuNPs esféricas
exitosamente.

o Identificar los factores fisicoquimicos que evitan que las AuNPs sintetizadas en
agua destilada y desionizada formen cllster y contrastarlos con las propiedades de
los solventes etanol e isopropanol. Idealmente, también se podria estudiar la
naturaleza de la repulsion entre las AuNPs que les permiten una mayor dispersion.

e Complementar estos estudios con un analisis estadistico para reducir la desviacion

estandar de los datos experimentales con las estimaciones teoricas de los métodos
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de Haissetal.” e Igbal et a

3.4 Ensayos de agregacion

Recordemos que los ensayos de agregacion de las AuNPs en presencia de una solucion
salina de NaCl tienen como objetivo identificar un cambio en la interaccion entre las
AUNPs en los distintos solventes. Lo anterior se establece como consecuencia de un cambio
fisicoquimico en el medio de la solucién derivado de la presencia de iones de Na+ y Cl-, lo
que se sugiere puede promover la agregacion de las AuNPs, en congruencia con lo

establecido en la seccion 1.5.3.

Dado que se busca proponer a las AuNPs como elemento de reconocimiento para la
fabricacion de un sensor colorimétrico que sea sensible a la presencia o ausencia de las
proteinas estructurales del VPH, es deseable que las soluciones exhiban una alta
sensibilidad en la deteccién del analito objetivo. Los resultados de estos ensayos permiten
identificar cual de las soluciones puede ser empleada como material de reconocimiento,
estableciendo como criterio que se induzca un cambio evidente y detectable a simple vista
en la tonalidad de la suspension al incorporar una concentracion de solucion salina

modulable para reproducibilidad experimental.
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Figura 20. Espectros de absorbancia e imagenes de las soluciones de AuNPs en los
ensayos de agregacion. Se muestra el cambio inducido como consecuencia de la
variacion de la concentraciéon de NaCl a 0 M, 0.1M, 0.5M y 1M incorporado a las
soluciones de AuNPs en a) etanol, b) isopropanol, c) agua destilada y d) agua

desionizada
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Gracias a esto, sera posible obtener una metodologia sencilla de deteccion con un tiempo de
respuesta bajo. En la figura 20, se logran distinguir los cambios de tonalidad que provoca
someter a las soluciones a ensayos de agregacion que, junto con las curvas de absorcion,
nos permitiran decidir qué solvente se alinea méas con las necesidades de este proyecto para
obtener buenos resultados.

En el espectro de absorbancia correspondiente a la figura 20a) se logra identificar que la
intensidad de la sefial disminuye abruptamente como consecuencia de la incorporacion de
la solucidn salina atin en pequefias concentraciones, lo que nos indica que la aglomeracion
de las AuNPs en etanol ocurre a partir del 0.1 M. Un aspecto a considerar ya que la

modulacion de concentraciones tan bajas resultaria en complicaciones experimentales.

Por otro lado en los incisos b), ¢) y d) este comportamiento es evidente hasta que se
incorporan soluciones de mayor concentracion, donde la formacion de pequefios cllsters
ocurre a partir de 0.5 M. Este comportamiento es observado cualitativamente al identificar
un cambio gradual en las tonalidades de las suspensiones del rojo caracteristico hacia los

tonos violetas y azulados.

El comportamiento obtenido es un resultado esperado para ensayos de agregacion, pues la
distancia entre las AuNPs disminuye cuando se aglomeran y el diametro de los clusters que
se forman generan un cambio en la interaccion entre los electrones en la superficie de las
particulas que altera la RPS propia de las nanoestructuras, fendmenos Opticos que se

confirman en las curvas de los espectros de absorcion.

Sin embargo, debe recordarse que en los tejidos asi como en los fluidos humanos existe la
presencia de electrolitos (destacando Na+,Cl-, K+, Mg+), lo cual puede inducir agregacion
de las AuNPs. De esto, se establece que el efecto de la concentracién de NaCl en la
agregacion de las soluciones de AuNPs es un pardmetro a considerar para determinar la

seleccidn del material de reconocimiento.
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Sorprendentemente, las soluciones de agua destilada en presencia de los gradientes de
concentracion de iones Na+ y Cl-, a simple vista no exhiben cambios en su tonalidad, por
lo que se descarta el uso de estas muestras debido a que no permiten establecer una relacién
de cambio. Este fendbmeno podria ser estudiado posteriormente a mayor profundidad para
identificar el papel que tienen las caracteristicas y/o procesos fisicoquimicos de los
solventes en la sintesis por ALPL. Finalmente, en el inciso d) se presenta un cambio de
tonalidad en gradiente, donde facilmente se puede establecer una relacion concentracion-

tonalidad sin necesidad de analisis complementarios por espectroscopia UV-Vis.

Las AuNPs sintetizadas en agua desionizada cumplen con el tamafio requerido determinado
por su pico de absorcion en 522 nm. La micrografia TEM confirma el tamafio, muestra su
morfologia esférica y evidencia la ausencia de clusters o aglomerados que puedan
modificar el comportamiento Optico deseado; por lo que son las muestras ideales para
realizar los experimentos finales y comprobar la interaccion de la superficie de las AuNPs

con las proteinas L1y L2.

3.5 Microscopia de fluorescencia

La configuracion del microscopio invertido con epifluorescencia, nos permite obtener
imagenes donde de manera simultanea la poblacion de células es visualizada al igual que la

sefial emitida por el gen reportero.

En la figura 21 se muestran imagenes representativas de tres cultivos celulares de la linea
293TT, que fueron tomadas 17, 33 y 50 horas posteriores al proceso de co-transfeccion.
Las imagenes muestran un aumento en la intensidad de la sefial de la proteina fluorescente
YFP con el tiempo, lo que indica la proliferacion celular y la correcta transfeccion de los
plasmidos. Se observa un incremento evidente en la sefial desde las primeras imagenes
hasta las Ultimas de cada caja de cultivo, confirmando la produccién de una gran cantidad
de proteina YFP por parte de las células. Esto corrobora la exitosa transfeccion de los

plasmidos.
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Figura 21. Monitoreo post-transfeccion con de los plasmidos pl6shell y pSVL-YFP
en lalinea celular 293TT.

3.6 Bandas de pseudovirus tras ultracentrifugacion en gradiente de

densidad

La técnica de bandeo con separacion de gradiente de densidad es una herramienta valiosa
para el analisis de pseudovirus. Al utilizar un rotor de columpio para ultracentrifugar la
muestra, el vector de la fuerza centrifuga actia de manera ortogonal al eje de rotacion
permitiendo que la muestra se distribuya homogéneamente a lo largo del gradiente, lo que

permite separar los diferentes componentes en la muestra en funcion de su densidad.
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En la figura 22, se logran visualizar 3 bandas principales donde se revelan las densidades
de cada poblacién lo cual coincide con el bandeo reportado por Grady et al (1970)*. En

este articulo detalla que las muestras de pseudovirus presentan 3 bandas caracteristicas:

e Banda superior: Contiene pseudovirus con baja densidad, que probablemente
correspondan a particulas no encapsuladas o con una envoltura incompleta y restos
celulares que no fueron eliminados en la purificacion.

e Banda media: Contiene pseudovirus con densidad intermedia, que probablemente
correspondan a particulas encapsuladas con una envoltura completa.

e Banda inferior: Contiene elementos de alta densidad, que probablemente

correspondan a particulas agregadas o con vesiculas de mayor tamafo.

Restos celulares de
menor densidad

Pseudovirus

Restos celulares de
mayor densidad

Figura 22. Bandas obtenidas en la separacién por gradiente de densidad en medio
de Optiprep™ Sigma Aldrich® en gradientes de concentracion de 29%, 33% y 36%,
resultado de una ultracentrifugacién a 170,000 rfc durante 20 hrs a 4°C

51



3.7 Caracterizacion de la proteina L1 por Inmunotransferencia

A la izquierda de la figura 23, se identifica el bandeo correspondiente al marcador de peso
molecular (MPM) junto con una muestra de control de la proteina L1. La caracterizacion de
la proteina L1 del VVPH-16 reporta un peso molecular de aproximadamente 55 kDa*, que
resulta consistente con los resultados observados, pues la migracion de las proteinas a lo

largo del gel se encuentra en la region préxima de los 55 kDa del MPM.

#Fraccion

L1- Control

MPM

70kDa—
55kDa— —— s cEEp D "

Figura 23. Caracterizacion por Inmunodeteccién de la proteina L1 de la banda
intermedia recuperada del gradiente en un gel de acrilamida al 8% a 30mA durante 3
horas

En este experimento se comprueba que las fracciones 5, 6, 7 y 8 de la banda intermedia

recuperada, contienen una elevada concentracion de proteina L1 que se asocia a la

presencia de pseudovirus.
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3.8 Caracterizacion TEM de los PVs

Figura 24. Micrografias TEM obtenidas a) 50K, b) 100K y c) 250K de los PVs de VPH-
16 producidos. Realizadas en el Laboratorio Avanzado de Nanoscopia Electronica
del CINVESTAV-IPN TEM modelo JEM-ARM200F, JEOL® con una diferencia de
potencial de 80 kV
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En la figura 24, se logran identificar particulas esféricas cuya estructura revelada muestra
la organizacion icosaédrica tipica de la proteina L1, lo que comprueba que las proteinas
recombinantes si tienen la capacidad de autoensamblarse espontdneamente para formar
capsdmeros que resultan en cépsides virales que logran mimetizan la estructura de los

viriones nativos.

La cantidad de pseudovirus observados en la micrografia del inciso a) nos revela una
produccion eficiente con la metodologia empleada, pues se pueden observar una gran
cantidad de pseudovirus. Adicionalmente, en el inciso b) nos permite reportar capsides
integras y estables en su estructura lo que nos indica que los procesos de purificacion y la
manipulacion de las muestras fueron los adecuados. Finalmente, en el inciso c) se
comprueba que las estructuras icosaédricas cuentan con un didmetro ~50 nm, lo cual

concuerda con el didmetro de los viriones nativos de VPH.

Pseudovirus

Particula
similar a virus

Figura 25. Diferencia entre un PVs y una VLP. Ampliacién de micrografia TEM
obtenida a 100K. Realizada en el Laboratorio Avanzado de Nanoscopia Electrénica
del CINVESTAV-IPN TEM modelo JEM-ARM200F, JEOL® con una diferencia de
potencial de 80 kV

Las micrografias previamente analizadas muestran evidencia de éxito en las técnicas
utilizadas, aunque también se observan particulas similares a virus en pequefia cantidad que
es un fendmeno comun en la produccion de pseudovirus. La diferenciacion entre PVs y

VLPs se puede apreciar en la figura 25, donde la ausencia de material genético en las VLPs
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permite el paso de los electrones y genera imagenes donde la capside viral se puede

visualizar “hueca”, en congruencia con lo establecido en la seccion 1.3.

3.9 Espectros UV-Vis: interaccion entre AUNPs y PVs
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Figura 26. Espectro UV-Vis de los ensayos de ausenciay presencia de los PVs en la
suspension de AuNPs sintetizada en agua desionizada

Las curvas de absorbancia generadas por la caracterizacion UV-Vis permiten identificar el
comportamiento de cada una de las muestras. La linea azul representa el control de AuNPs,
donde el pico de la curva seré la referencia de un comportamiento de particulas dispersas,
sin aglomerar y con un diametro aproximado de 20 nm. En contraste, el comportamiento de

los conglomerados formados debido a la presencia de la solucion salina se puede visualizar
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en la linea rosa, mostrando un desplazamiento en la RPS que genera un proceso de

absorcion en longitudes de onda mayores.

La finalidad del presente proyecto de investigacion se reduce al analisis del
comportamiento de las muestras 3 y 4, que son aquellas donde se incorporan los PVs
producidos a la suspension de AuNPs. Recordemos rapidamente que la hipétesis planteada
se centra en el papel inhibitorio de los PVs ante la agregacion inducida de las AuNPs,
dinamica que es corroborada evaluando las lineas purpura y naranja de la figura 26. Sus
maximos de absorcion se ubican en 565 nm para la muestra con inicamente 15 pul de PVs'y
530 nm para la muestra con 30 pl de PVs. Si estos datos se comparan contra la linea
referencial en color rosa, se detecta que la banda plasmonica en presencia de los PVs aln
aparece en la region entre los 520-570 nm, estando significativamente alejadas de una
conducta de agregacion, lo que nos indica que los PVs inhiben efectivamente la formacién
de conglomerados de AuNPs bajo las mismas condiciones de NaCl, aceptando asi la

hipétesis.

Adicionalmente, se aprecia que la respuesta inhibitoria estd directamente relacionada con la
cantidad de PVs presentes, es decir, que la carga viral también es una variable a considerar
para desarrollar posteriores de experimentos que permitan monitorear la sensibilidad del

sensor.

Explotando una de las propiedades oOpticas de las AuNPs, como lo es la RPS, se logra
proponer un método de deteccidn alternativo que es capaz de identificar la presencia o

ausencia de las proteinas estructurales presentes en la capside viral del VPH.
El sistema colorimétrico se describe en la figura 27 como un seméaforo con 3

comportamientos: el color rojo caracteristico de las AuNPs, un resultado positivo a la

presencia de VPH en color rosado y un resultado negativo a VPH en color violeta.
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(+) VPH

VPH POSITIVO VPH NEGATIVO

(+) mayor carga viral menor carga viral (—)

Figura 27. Sistema de identificacion por cambio colorimetria para la deteccion del
VPH con un biosensor basado en AuNPs

Dicho sistema presenta una gran variedad de ventajas, se enlistan a continuacion:
e Gracias al doble papel de las AuNPs como elemento de reconocimiento y de
transduccion, el resultado puede ser identificado a simple vista por un observador
humano con una metodologia sencilla.

e Los resultados pueden ser corroborados a través de ensayos UV-Vis, donde ademas
puede obtenerse informacion complementaria relacionada a la carga viral presente

en la muestra analizada.

e El tiempo de respuesta es bajo, un sistema altamente eficiente que permite recopilar
informacidn sobre la infeccion en cuestion de segundos.

e Esta prueba no es de caracter invasivo, lo que la hace mas amigable con el publico
en general que podria brindar mayor confianza a los usuarios.

e El bajo costo de produccion de las AuNPs a traves de un método de sintesis que no
genera desechos toxicos, abre una ventana de oportunidad para el escalamiento e

introduccion al sector industrial.
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Capitulo 4: Conclusiones

. La sintesis de nanoparticulas metalicas mediante ALPL en medio liquido se
presenta como una alternativa excelente para la obtencion de AuNPs. Este metodo fisico
permite modular los parametros de sintesis para obtener la morfologia y el tamafio deseados
de las particulas segun los objetivos del proyecto. Sus principales ventajas incluyen la
ausencia de residuos toxicos y la simplicidad del montaje experimental, destacAndose como

una técnica eficiente y sostenible.

. La produccion de pseudovirus de VPH-16 en la linea celular 293TT mediante la
transfeccion de plasmidos ha demostrado ser un proceso eficiente y reproducible,

ofreciendo resultados consistentemente favorables y confiables.

. El fenémeno Optico de Resonancia de Plasmoén Superficial que presentan las
nanoparticulas plasmonicas permite que las AuNPs se propongan como elementos de
reconocimiento y transduccion para sensores colorimétricos. Este doble papel facilita la
obtencion de cambios de sefiales cuantificables mediante analisis UV-Vis y cambios de

colorimetria visibles a simple vista.

. El sensor colorimétrico propuesto puede ser disefiado, ya que la agregacion de las
AuNPs inducida por la presencia de una solucién salina es inhibida por los pseudovirus.
Esto demuestra que las AuNPs poseen sensibilidad para detectar la presencia o ausencia de
las cépsides virales del VPH-16 y tienen la capacidad de generar una respuesta optica
visible ante un observador sin necesidad de herramientas de monitoreo, por lo que se acepta

la hipétesis propuesta de este trabajo de investigacion.
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4.1 Perspectivas futuras

A pesar de los avances logrados en este estudio, aun existen diversas areas que podrian
beneficiarse de una investigacion méas profunda. En particular, la optimizacion de los
parametros experimentales para mejorar la sintesis de AuNPs, para que posteriormente
puedan ser producidas a mayor escala. Ademas, seria altamente benéfico complementar con

nuevas técnicas de caracterizacion monitorear la polidispersion de tamafios.

Otro aspecto fundamental es la implementacion de experimentos que nos permitan
identificar la especificidad y sensibilidad de las AuNPs, esto nos permitiria adquirir mayor
informacion sobre las condiciones particulares en las que este elemento de reconocimiento
puede brindar los mejores resultados. Propondria ensayos de cuantificacion de proteina para
identificar las concentraciones de los PVs producidos y, a través de ensayos de gradiente de
concentracion, reducirlo gradualmente para identificar el punto donde la presencia de las
capsides virales sigue siendo perseptible ante las AuNPs. Por otro lado, realizar ensayos de
especifidad introduciendo arbitrariamente otra variedad de proteinas para estudiar si el
caractér de la interaccion Unicamente se presenta con PVs de VPH 0 no se presenta como

un evento aislado.

Por supuesto, otra de las mas grandes incognitas que deja este trabajo de tesis es la
naturaleza de interaccion entre las AuUNPs y las capsides virales de VPH, pues sigue siendo
fundametal profundizar en los fendmenos fisicoquimicos con el objetivo de establecer

cimientos solidos para el desarrollo de un prototipo fisico.

Para caracterizar esta interaccién, propondria utilizar una combinacion de técnicas

experimentales y simulaciones, entre ellas:

e La espectroscopia de resonancia plasmoénica de superficie se utiliza comunmente
para medir interacciones moleculares directas, como la cinética y especificidad de
unién, especialmente en biomoléculas. Esta técnica podria ayudar a identificar si la
interaccion es de caracter electromagnético, debido a las propiedades dpticas de las

AUNPs, 0 si intervienen otros mecanismos.
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e El andlisis por calorimetria de titulacion isotérmica (CTI) ofreceria informacion
sobre los perfiles térmicos, ya que mide directamente el calor liberado o absorbido
durante la interaccion entre las AuNPs y la capside. En diversos estudios se ha
establecido que las interacciones hidrofdbicas suelen liberar calor, mientras que las
interacciones electrostaticas o de van der Waals pueden absorber o liberar calor en

funcién del entorno.

e Latécnica DLS en conjunto con el potencial Zeta, ademas de calcular el tamafio de
AUNPs, nos brindaria informacion sobre su carga superficial y su estabilidad en el
medio. Cambios en el potencial Zeta de las AuNPs podrian indicar interacciones de

caracter electrostatico.

e Hacer uso de las herramientas computaciones como la simulacion de dindmica
molecular (MD) nos brindaria una perspectiva mds completa para entender las
interacciones a nivel atdbmico. Se podrian ajustar una diversidad de parametros,
especialmente la composicién de los solventes para lograr comprender el papel que
juega en la sintesis de AuNPs. Adicionalmente, podria evaluar la estabilidad y

especificidad de la interaccion y brindar mas informacion.

Estas lineas de investigacion futuras no solo contribuirian a la investigacion de la
interaccion AuNPs-VPH, sino que también tendrian un impacto significativo en
aplicaciones practicas para el desarrollo del sensor que permitira la deteccion temprana y

oportuna de infecciones por VPH.
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"El mayor beneficio de la ciencia es contribuir a la
felicidad y el bienestar de la humanidad." — Marie Curie
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