Revista Digital Universitaria
Vol. 22, NUm. 3, mayo-junio 2021

Aminoacidos no esenciales en la sintesis de

nanoparticulas de oro y sus potenciales aplicaciones
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Resumen

Los aminodcidos son moléculas de gran importancia en la nutricién de los seres humanos. No obstante,
hoy dia en la ciencia de materiales, su uso se ha extendido hacia desarrollar métodos de sintesis, en los
gue se emplean aminoacidos como precursores reductores y estabilizadores, para obtener productos
de interés. En este sentido, este trabajo aborda de manera sencilla el porqué estas biomoléculas poseen
la capacidad de reducir sales de metales nobles, dando como resultado nanoparticulas metalicas, como,
por ejemplo, la formacién de nanoparticulas de oro (AuNPs).
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INON-ESSENTIAL AMINO ACIDS IN GOLD NANOPARTICLES SYNTHESIS

Abstract

Amino acids are molecules with great importance in human nutrition. However, nowadays in Materials
Science, their use has been extended to develop novel synthesis methods where amino acids function
as reducing and stabilizing precursors to obtain products of interest. In this sense, this work addresses
in a simple way why these biomolecules can reduce noble metal salts, resulting in metallic nanoparticles,
such as the formation of gold nanoparticles (AuNPs).
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Figura 1. Representacion de

la estructura general de un
aminoacido (aa). Los grupos
amina (-H,N) y carboxilo (-COOH)
estan unidos por un carbono
alfa (- C_-). Este dltimo ademas
se une con un atomo de
hidrégeno (-H) y el grupo R, que
otorga identidad a cada aa.

Figura 2. Esquema del enlace
peptidico entre dos aminoacidos
(aa) para formar péptidos y
proteinas.

' La nanotecnologia es la ciencia
gue se encarga del estudio y
manipulacion de la materia a un
nivel de dtomosy moléculas.
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Introduccion

Normalmente, al escuchar la palabra aminodcidos vienen a nuestra mente
conceptos relacionados con la nutricion y alimentacion. Y si es bien sabido
que algunos de los aminoacidos que nuestro cuerpo necesita son obtenidos
a partir de la ingesta de alimentos, tal vez no sea tan conocido que son la base
para la formacion de las proteinas, por lo que resultan fundamentales para que
nuestro cuerpo realice infinidad de procesos. Asimismo, en la actualidad se ha
demostrado que estas moléculas tienen aplicaciones innovadoras en ciencias
distintas a las bioldgicas. Las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos
propician que sean estructuras Utiles en areas como la ciencia de materiales y
la nanotecnologia’.

¢Qué son los aminoacidos quimicamente?

Los aminoacidos (aa) son moléculas organicas compuestas principalmente de los
elementos nitrégeno (N), hidrogeno (H), oxigeno (O)y carbono (C). Estos elementos
a suvez dan lugar a dos grupos funcionales caracteristicos de los aminoacidos: el
grupo amino (-NH,) y carboxilo (-COOH) (Lehninger et al., 2000), los cuales pueden
formar enlaces peptidicos que dan lugar a estructuras proteicas. Un esquema
representativo de un aminoacido se muestra en la figura 1.

H,N COOH

La unidn de dos
aminoacidos mediante un

Aminoacido 1

enlace amida (peptidico)
da lugar a un dipéptido
(ver esquema en figura
2). Si se uniera un tercer
aminoacido  se  daria
lugar a un tripéptido, vy
asli sucesivamente hasta
formar —un  polipéptido

- (10-50  aminoéacidos) o
Aminodcido 2 una proteina (mas de
50 aminoécidos). En la
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estructura del aminoacido, el primer carbono que se encuentra a continuacion
del carbono del grupo carboxilo se denomina carbono alfa (a) (ver figura 2).
Ademas, los aminoacidos cuentan con un grupo funcional “R" que diferencia a
un aminoacido de otro (Mathews et al., 1998).

Para el ser humano, los aminoacidos existentes capaces de formar
proteinas son 20: alanina, arginina, asparagina, aspartato, cisteina, fenilalanina,
glicina, glutamato, glutamina, histidina, isoleucina, lisina, metionina, prolina, serina,
tirosina, treonina, triptéfano y valina. No obstante, existen dos aminoacidos
mas que pueden ser encontrados en organismos procariotas y arqueas: la
selenocisteina y la pirrolisina.

¢Como se clasifican los aminoacidos?

Segln su obtencidn, propiedades fisicoquimicas o estructura, los aminoacidos
se pueden clasificar atendiendo:

+ La capacidad de ser generados o no por el cuerpo del ser humano.
+ Las propiedades de su cadena lateral.
* La ubicacion del grupo amino (NH.,).

En la tabla 1 se muestra un resumen de la clasificacion de los aminoacidos
dependiendo de diferentes criterios.

Atendiendo a: Clasificacion Aminoacidos
Su obtencién. La Esenciales. El cuerpo no los produce, Leucina (Leu, L)
capacidad de ser son obtenidos de la dieta Fenilalanina (Phe, F)
generados por el cuerpo Isoleucina (lle, )
del ser humano Triptofano (Trp, W)
Valina (Val, V)

Treonina (Thr, T)
Metionina (Met, M)
Histidina (His, H)
Lisina (Lys, K)
Arginina (Arg, R)

No esenciales. Producidos por el Alanina (Ala, A)

cuerpo Acido glutamico (Glu, E)
Arginina (Arg, R)
Glutamina (GIn, Q)
Asparagina (Asn, N)
Glicina (Gly, G)

Acido aspartico (Asp, D)
Prolina (Pro, P)

Cistefna (Cys, C)

Serina (Ser, S)

Tirosina (Tyr,Y)

Tabla 1. Clasificacion de los
aminoacidos atendiendo
criterios de obtencién,
propiedades fisicoquimicas de
su cadena lateral o estructura.




2Un nanoémetro es

el equivalente a una
milmillonésima parte de un
metro (1 nm =10“m).

3La estructura del grupo R de
los aminoacidos puede formar
una nube de electrones con
capacidad de formar enlaces
quimicos con algunos iones
metalicos
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Serina (Ser, S)
Asparagina (Asn, N)
Treonina (Thr, T)
Tirosina (Tyr, Y)
Glutamina (GIn, Q)
Cisteina (Cys, Q)
Glicina (Gly, G)

Alanina (Ala, A)
Metionina (Met, M)
Valina (Val, V)
Prolina (Pro, P)
Leucina (Leu, L)
Isoleucina (lle, 1)
Fenilalanina (Phe, F)

Propiedades fisicoquimicas = Neutros polares, polares o hidréfilos
de su cadena lateral

Neutros no polares, apolares o
hidrofobos

Acido aspértico (Asp, D)
Acido glutdmico (Glu, E)

Con carga negativa o acidos

Con carga positiva o basicos Lisina (Lys, K)
Histidina (His, H)
Arginina (Arg, R)

Fenilalanina (Phe, F)

Aromaticos Tirosina (Tyr, Y);

Triptéfano (Trp, W)
El grupo amino esta

ubicado en el carbén 2
de la cadena

Estructura. La ubicacién Alfa-aminoéacidos

del grupo amino (NH3)

Beta-aminoacidos El grupo amino esta
ubicado en el carbon 3

de la cadena

Gamma-aminoacidos El grupo amino esta
ubicado en el carbdn 4

de la cadena

En paréntesis se puede observar la abreviacion de 3 letras y el simbolo de cada
aminoacido.

Aminoacidos afines a metales

Como se observé en la tabla 1, algunos aminoacidos pueden ser clasificados en
mas de una categoria debido a su funcionalidad, estructura y caracteristicas
propias de los grupos funcionales que los conforman. Recientemente, se ha
demostrado que aminoacidos no esenciales, como la cisteina y la lisina, presentan
afinidad para formar complejos con metales como el oroy la plata. Dicha afinidad
se debe al grupo R de cada aminoacido, que presenta alta electronegatividad con
potencial reductor? (Petean et al,, 2008). En este sentido, la cisteina ha demostrado
tener afinidad por el oro (Rodriguez-Zamora et al, 2021), por lo que ha sido
empleada como agente estabilizante en la sintesis de nanoparticulas de oro
(particulas cuyo tamafio no rebasa los 100 nandmetros®, AuNPs). Del mismo
modo, la tirosina es otro aminoacido que ademas de poseer potencial reductor




Figura 3 (izquierda). Estructura
de la tirosina.

Figura 4 (derecha). Estructura
de la cisteina.

“Un enlace covalente se forma
cuando los elementos quimicos
comparten uno o mas pares de
electrones de su Ultimo orbital
para formar una molécula, y
alcanzan con esto un octeto
estable.

> Una solucién precursora es
una sustancia formada por los
elementos quimicos necesarios
para producir un nuevo
compuesto quimico.

©Un agente reductor es un
compuesto o sustancia quimica
gue cede electrones a un agente
oxidante.
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puede actuar como estabilizador cuando se encuentra formando parte de la
estructura de un péptido. La propiedad reductora de la tirosina se debe a la
presencia de un anillo bencénico altamente electronegativo que es el responsable
de atraer y reducir oro cationico (Au**), para la formacion de AuNPs. En el caso de
la cisteina, su propiedad estabilizadora se debe principalmente a la presencia del
elemento azufre (S), que integra a un grupo sulfhidrilo (-SH), que forma un enlace
covalente® con la superficie de la AuNP (Wang et al., 2021; ver figuras 3y 4).

Anillo
TIROSINA bencénico
Grupo
OH sulfhidrilo
Hx H
I'L SH _C_C_COO Grupo
z H I carboxilo
HoN NH3*
o
Grupo Grupo . Grupo
amino carbo‘;ilo CISTEINA amino

Formacidén de nanoparticulas de oro empleando cisteina

En este trabajo, hablaremos de la obtencion de AuNPs y su estabilizacion con
cisteina, al emplear la sal de tricloruro de oro (AuCl,) como solucion precursora
delmetal®y el borohidruro de sodio (NaBH,) como agente reductor®. Para generar
la AUNP, es necesario, en primera instancia, la sintesis de una “semilla” (nucleo
de la AuNP). La semilla puede incrementar su tamafio al adicionar mas sales de
oroy agente reductor a la reaccion, y asi, alcanzar la dimensién en nanoémetros
que se desee. El NaBH, es un compuesto capaz de reducir el oro catidnico (ion
de oro con carga positiva, Au*) obtenido del AuCl,, a oro metalico (ion de oro
con valencia cero, Au°). Dicha reduccion da como resultado la formacion de la
nanoparticula. Una vez que la reduccion se lleva a cabo, la cisteina se adsorbe
en la superficie de la AUNP mediante reacciones de intercambio de ligandos, o
bien, puede unirse a moléculas que fueron adsorbidas a la superficie metalica
durante el crecimiento de la AuNP (Hernandez-Adame et al., 2019).

Cabe destacar que el recubrimiento de las AuNPs con aminoacidos como
cisteina se considera el método predilecto para su posterior biofuncionalizacion.
Esto debido a que el grupo amino libre de la cisteina, que no reaccion¢ con otra
molécula o grupo funcional durante la sintesis, tiene la capacidad de formar
enlaces covalentes y/o amida con moléculas como péptidos e incluso proteinas
completas. Ademas, la AuNP estabilizada con cisteina posee carga superficial
positiva derivada del grupo funcional (NH,) de este mismo aa. Por lo anterior, la
AUNP resulta ser aun mas interesante, ya que su carga es afin a biomoléculas
de carga negativa como el AbN para que puedan interactuar. Adicionalmente, las
AuNPs con carga positiva tienen mayor aplicacion bioldgica que aquellas cargadas




Figura 5. Estructura de la AuNP
estabilizada con cisteina. Se
muestran los sitios posibles de
conjugacion. El grupo -NH2 dota
a la nanoparticula de una carga
superficial positiva

7 El método Turkevich es la
técnica mas utilizada para
producir AUNPs. En este, se
utiliza el citrato de sodio como
agente reductor y estabilizador.

& Un ensayo in vitro consiste en
un experimento que se realiza
fuera de un organismo vivo e
involucra el uso de érganos,
tejidos o células aisladas.
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negativamente (Petean et al., 2008; Monacu et al.,, 2009; Majzik et al., 2009). De
hecho, las AuNPs que poseen carga negativa son estabilizadas con moléculas
distintas a los aminoacidos, como el caso del citrato de sodio (Na,C.H.O,), donde
se emplea el método de Turkevich’ para su estabilizacion.

Aplicaciones de nanoparticulas de oro sintetizadas con
cisteina

Las AuNPs que poseen carga superficial positiva tienen mas afinidad por los
sistemasbioldgicos. Estamisma cargalashace candidatas paraserfuncionalizadas
con moléculas de carga negativa, ya que las cargas opuestas se atraen y la union
entre la molécula negativa y la AUNP con carga positiva serfa posible. Sumado a
lo anterior, estas AUNPs pueden ser conjugadas (unidas) a compuestos de origen
peptidico, ya que el grupo amino y carboxilo es susceptible a formar enlaces
amida (peptidicos) covalentes (ver figura 5).

Enlace
sulfhidrilo o
Sitios para la posible
Au HS 2 OH conjugacion de la AuNP con
[ moléculas de origen peptidico

v H-N V

Actualmente se encuentran en desarrollo AuNPs que se encargan del transportey
liberacion (vehiculos de entrega) de material genético (Guo et al,, 2015). Elempleo
de nanoparticulas en el area de vacunologia ha dado lugar a la nanovacunologia.
En el caso especifico de las AuNPs cargadas positivamente, no se encuentran
al momento prototipos de nanovacunas donde se emplee este sistema. Sin
embargo, resulta atractivo el estudio del posible uso de estas nanoparticulas en
el desarrollo de nanovacunas contra enfermedades infecciosas.

En el grupo de Inmunologia y Vacunologia (civ), del Centro de Investigaciones
Bioldgicas del Noroeste (ciBNoR), Se ha realizado la sintesis de AuNPs con cisteina
como agente estabilizador para su posible uso como vehiculos de entrega de
vacunas. Al momento se han sintetizado AUNPs de diametros desde los 2 a 56 nm,
las cudles han demostrado ser bioseguras dadas la baja toxicidad que presentaron
en ensayos in vitro® con células de bazo de ratén. Ademas, se demostré que
poseen estabilidad quimica al ser sometidas a diferentes concentraciones de
pH en solucién. En la figura 6 se muestran imagenes obtenidas por micrografia
electrénica de transmision de las AuNPs sintetizadas con AuCl, y estabilizadas con
cisteina, las cuales presentaron un tamafio de 28 nm.
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Figura 6. Micrografias obtenidas
de la solucién de AuNPs
estabilizadas con cisteina, cuyo
diametro corresponde a 28 nm.
Del lado izquierdo se observa
una imagen de pocos aumentos
(baja magnificacion), en la que
se observan algunas particulas
del mismo tamafio. Del lado
derecho se muestra una imagen
de alta magnificacion y alta
resolucion de una AuNP, donde
se puede observar la capa
organica que la recubre, que
tiene un grosor de 1.89 nm,
aproximadamente.

Conclusiones y perspectivas

Losaminoacidos hansidoyseguiran siendo moléculas de graninterés biotecnoldgico,
Utiles para la innovacion de sistemas que pueden ser empleados en varias areas de
desarrollo. El uso de la cisteina para la estabilizacion de metales es una alternativa
para la obtencién de AuNPs con carga positiva. Ademas, estas estructuras tienen
potencial uso en sistemas biolégicos debido a su estabilidad y biocompatibilidad.
Esta Ultima cualidad es obtenida gracias al empleo de compuestos de origen
peptidico en la sintesis de las AUNPs. El uso de estos sistemas resulta una opcion
novedosa para el transporte de moléculas de carga negativa.

En el caso del empleo de AuNPs estabilizadas con cisteina para la
formulacion de nanovacunas, aun es necesario el desarrollo y estudio del
comportamiento de estos sistemas al ser administrados, a través de estudios
de biodistribucion y biodisponibilidad para que los prototipos que se generen
sean eficaces y seguros. Como perspectiva de este trabajo, se plantea realizar
la conjugacion de estas nanoparticulas con compuestos capaces de estimular
la respuesta inmune, es decir, antigenos especificos contra enfermedades
infecciosas; ademas de realizar ensayos en modelos animales que demuestren
la bioseguridad y eficacia protectora de estos prototipos de nanovacunas.
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