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RESUMEN

El objetive de este trabajo de Tesis es el disefio de nancestructuras de oro y plata en
base a diferentes estrategias de funcionalizacion: quimisorcion, uniones no covalentes
basadas en sistemas de afinidad ligando-receptor, y uniones covalentes mediante quimica
de conjugacion. Los sistemas generados mediante estas estrategias de funcionalizacion
comprenden nanoparticulas Onicas o aglomerados controlados de nanoparticulas, con
propiedades dpticas y superficiales que pueden ser moduladas permitiendo desarrollar una
vasta gama de aplicaciones, En particular, este trabajo de tesis desarrofla una sene de
estrategias para el disefio de nanoestructuras con aplicaciones en |a generacion de
nanosensores opticos y en la nanomedicina

El estudio de nanosensores abarcd desde los aspectos fundamentales de las
propiedades opticas de aglomerados de nanoparticulas, pasando por la optimizacidn de la
respuesta optica mediante diferentes estrategias de funcionalizacién, hasta el disefio de un
nano-biosensor con posibles aplicaciones clinicas.

Las estrategias de funcionalizacion y la comprensién de los fendmenos dpticos que
se desarrollaron en el disefio de los diferentes nanosensores permitieron extender |a
aplicabilidad de las nanoestructuras a estudios desde el punto de vista de la biologia celular,
aphcando las sondas plasmonicas a la generacion de imagenes celulares y cuantificacion de
analitos en sus membranas mediante la utilizacion de las propiedades de campo cercano.

Por ultimo, se demuestra como las estrategias de funcionalizacion pueden utilizarse
para Qenerar sandas anticancerigenas con nanoparticulas, aprovechando la capacidad de
modular la respuesta de induccion de apoptosis en células tumorales mediante |a

madificacion de pardmetras marfoldgicos de las nanoestructuras,
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Los aportes de este trabajo de Tesis representan resultados relevantes no solo en el
campo de |a ciencia basica, en cuanto a la descripcion detallada de las propiedacdes dpticas
de las diferentes nancestructuras generadas, sing también desde el punto de wista de
aplicaciones concretas hacia campos de la guimica analitica, la biologia celular, y la

nanomedicina,

PALABRAS CLAVE: propiedades plasmanicas, nanoparticulas metalicas, funcionalizacion
superficial, SERS, nanosensores, biosensores para diagndstico, generacion de imdgenes
celulares, nanomedicing, terapia contra el cancer
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ABSTRACT

The aim of this Thesis is the design of gold and silver nanostructures based on
different functionalization strategies: chemisorption, noncovalent affinity-based receptor-
ligand systems, and covalent binding by conjugation chemistry, The systems generated by
these functioralization strategies include unique nanoparticles or controlled nanoparticles
agglomerates, which exhibit optical and surface properties that can be modulated allowing
to develop a wide range of applications. In particular, this Thesis is focused in the developing
of a senes of strategies for the design of nanostructures with applications as nanosensors
and in the nanomedicine field,

The studies focused in the generation of sensing applications with the synthetized
nanostructures involves from the fundamentals of the optical properties of nanoparticles
aggregates, to the ophimization of the optical response using different functionalization
strategies, to the design of a nano-biosensor with potential dinical applications.

The concepts used in the design of the different nanosensars described in the Thesis
aflow extending the applicability of the nanostructures to the cell biology field by generating
plasmonic probes for cellular imaging and quantification of analytes in their membranes
using plasmaonic near-field properties.

Finally, the functionalization strategies can be used to generate plasmonic
nanastructures for cancer therapy applications using the ability to modulate the response of
inducing apoptosis in tumaor cells by modifying the morphological parameters of the
nanostructures.

The contributions of this Thesis represents relevant results not only in the field of

basic science, as it presents detailed description of the optical properties of the different
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generated nanostructures, but alse from the point of view of concrete applications to a

variety of fields including analytical chemistry, cell biclogy and nanomedicine,

KEY WORDS: plasmonic properties, metallic nanoparticles, surface functionalization, SERS,
nanosensars, diagnostic biosensors, cellular imaging, nanomedicine, cancer therapy.
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ESTHUCTL RS FROPIEDAL TECHRIA

PARTE 1 Introduccion al Sistema de Estudio

El objetivo general de este trabajo de Tesis es
& disefic de nanoestructuras (MEs) de metales
nobles (plata y oro) en base a estrategias de
funcionalizacion especificas vy  sus  posibles
aplicaciones, Las nangparficulas (NPs) de oro y
plata no solo presentan propiedades dpticas gue
Propiedades Cpticas de pueden ser moduladas en base a parametros
Y e ) b morfologicas v del entorno inmediato en el gue se

Capitulo 1

encuentren, sino gue también presentan una

quimica superficial que permite realizar diversas

estrategias de funcionalizacidn Esto  permite

desarrollar una vasta gama de aplicaciones

Capitulo 2 conjugando las propedades opticas v superficiales,

En este trabajo se propone generar NEs plasmédnicas

Materiales y Métodos por funcionalizacion y/o ensamblado controlado de
MPs utilizando biomoléculas y puentes mobeculares
organicos mediante el estudio tedrico-experimental
de sus propiedades opticas para ser aplicadas en el
desarrollo de nanosensores y sondas con actividad

biclagica. Por esta razon, se propone;



Introduceidn al Sistema de Estudio |2

i sintetizar MPs esféricas de plata y oro vy NPs anisotrdpicas de oro, y efectuar su
caracterizacion morfoldgica y dptica, i) funconalizar las NPs para una aplicacion directa o
para generar autcensamblados de NPs con nuevas propiedades opticas, i) estudiar los
factores de incremento para especiroscopid Raman mcrementada por superfioes (SERS)
tarto tedricos come experimentales de Jos autoensamblados para ser aplicados como
nanosensores opticos de campo cercang; vl estudiar bos espectros de extingidn de los
autoensamblados para ser aplicados como nanosensores opticos de campo bejano; v
medir la actividad anticancerigena de las sondas plasmonicas generadas por

funcionalizacidn directa de MPs.

En términos generales, o presente trabajo ha sido dividido en cinco partes. La
primera parte (Capétulas 1y 2) consiste en un marco conceptual acerca de las propiedades
plasmanicas de nanoparticulas, asi también como de las principales estrategias de
funcionalizacidn utilizadas con este tipo de sistemas nanométricos y, las técnicas y
metodologias aplicadas al estudio de los mismos. La segunda parte (Capitulos del 3 al &)
se enfoca en los estudios de tuncionalizacion de NPs con el fin de generar MEs por medio
de un autoensamblado controlado vy de la caracterizacion de las propiedades de estos
ensamblados con el fin de generar nanosensores opticos, La tercera parte (Capitulo 7), se
centra en una estrategia de funcionalizacion gue permite aplicar las sondas plasmonicas a
la generacion de imagenes celulares y cuantificacion de analitos en sus membranas. La
cuarta parte (Capitulo 8) abarca los estudios de funcionalizacion y aplicacion directa de las
MPs como sondas anticancerigenas, Finalmente en el Capitulo 8 {quinta parte) se resumen

los aportes realizados en este trabajo de Tesis.
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CAPITULO 1 Propiedades Opticas de

Nanoparticulas Metalicas

11 PLASMONICA EXPLICADA POR LA ELECTRODINAMICA

Desde el punto de vista dasico, la luz es una onda electromagnética conformada
por campos eléctricos y magnéticos que oscilan rapidamente an el espacio y en el tiempo,
Esta oscilacidn periddica se caracteriza por una frecuencia @ y un vector de onda &
{inversamente proporcional a la longited de onda), v los vectares de campo aléctnco (E) Y
magnético (H ) perpendiculares a la direccion de propagacién, Cuando las ondas
electromagnéticas inciden sobre NPs metalicas cuyas dimensiones espaciales son menores
a la longitud de la onda electromagnética incidente, el "gas” de electrones libres del metal
se polariza generando cargas superficiales en la NP, Esto desencadena una fuerza opuesta
a este movimiento de cargas que es producida por la atraccitn de los nidcleos hacia los
glectrones que se desplazan, produciendo un movimiento electronico colective denatado
como oscilacion plasménica,' La imteraccidn de la luz con particulas en la escala nanométrica
ha dado lugar a una gran variedad de estudios que e focalizan en los fendmenos dpticos
en esta escala de tamafios, constituyendo actualmente una nueva area de activa
investigacidn cientifica y tecnoldgica, la plasmaonica. Este nuevo campo de conocimiento es
una rama emergente de la nanofotonica que estudia las propiedades de las excitaciones
electronicas colectivas en films y nanoparticudas (NPs) de metales nobles, las cuales se
conocen coloquialmente como plasmones superficiales.” Hay dos tipos de plasmanes
superficiales: los gue se propagan y los localizades. En particular, se conoce que las NPs de
metales nobles experimentan fuertes interacciones con la luz debido a las excitaciones de

las resonancias plasmdnicas superficiales localizadas (LSPR), las cuales son oscilaciones
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slectrdnicas coherentes en resonancia con un campo electromagnético incidente a una

dada frecuencia '

——

Campo E/‘A’T'"'p

/
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4 Metdlica
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Figura 1.1.1 Representacion esquemdtica simpiificada de fa polarizacion nducida en una nanopaticula metalica por
interacoidn con un campo eléchico modente gue ooclls en el tenpo. Los electrones de concuccin de s
naropanticula metilics osclan @ une Trecusncia caracterstica de la nareestrichara deblde al acoplarmients con el
carmpe eleciiicg, Eata oscilacida colectie de |os electranes de la banda de conduccidn recibe o noemire de resonances
plasminica bocalizada (LSPE),

£l estudio de las propiedades opticas de estos sistermas surge de resolver las
ecuaciones de Maxwell para la dispersion de radkacion (scatfering) por una esfera, sometida
a una radiacion electromagnética de frecuencia o representada por una onda plana’
Excepto en la superficie de la particula, esto requiere la capacidad para describir la
propagacion de la luz a través de un medio isotrépico, lineal y homogéneo. En este caso,

las ecuaciones de Mawwetl se reducen a resolver |as ecuaciones de onda®™

VE+KE=0 (119
V'H+EH=0 Gl
donde la constante & esta relacionada con e mediante la relacidn &* = o’ g, donde & es
la permitividad y g es la permeabilidad. Es comin reemplazar € por €, £ donde £ una
constante adimensional conocida como constante dieléctrica y €, es la permitividad del

espacio vacio,
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1.1.1 Aproximacion Cuasielectrostatica

La solucidn completa a las ecuaciones de Maxwell para la interaccion de la luz con
nanoparticulas esféricas se remanta al trabajo ponero de Mie, hace mas de cien afos. 5in
embargo, se puede obtener una descripcion mas simple de dicha interaccion considerando
nanoparticulas de radio mucho mas pequedias que la longitud de onda electromagnética
{aproximadamente del orden del 1%), donde el campo elédrico incidente puede ser
considerado constante, y la interaccion se rige por la electrostatica en lugar de la

electrodindmeca ¥

La principal caracteristica de las L5PR es gue su frecuencia depende principalmente
del nimero de electrones de conduccion, la masa efectiva, |a forma, ef tamafo y el entormo
dieléctrico de 1a NP Para nanoesferas (NSs) pequedias, es dtil considerar el problema en
términos de la aproximacion estandar de Rayleigh v ka teoria de Druede: la absorcion v la
dispersidn de la luz esta determinada por la polarizabilidad electrostatica o, que puede
calcularse utilizando la funcion dieléctrica compleja efw), siendo w la frecuencia angular, y
resolviendo las ecuaciones de Laplace (teniendo en cuenta que el campo eléctrico es

constante a lo largo ded NP - aproximacion cuasielectrostatica) ®

Para WN3s pequefias de radio o gue se encuentran en wn medio absorbente

homogénen con wun constante dieléctrica e, oo esta dado por;

_ el )=y

b {1.1.3)

En este régimen en el cual se consideran particulas pequedas, la dispersion o
scattering, |a absorcidn y la extincién se definen de la siguiente manera:

Eear = (Br/3)k4a]? {1.1.4)

Cops = 4wk Imia) (1,1.5)

Coxt = Caps + Cocne “'1-'5]
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En estas ecuaciones k=2gg'" /4 es el vector de onda que se propags en el
entorno dieléctrico v o es la polarizabilidad de la particula que se obtiene de coregir a
polarizabilidad en el limite cuasielectrostatico w, por un Ermine imaginaric. en el
denominador, decaimiento radiative (radiation damoingl, v un término real, la
despolarizackn dinamica (dynamic depolarization.” Teniendo en cuenta las correcciones a

la polarizabilidad el nuevo término que se obtiene es:

ay

e ; RN
|—e ko’ =2/ 3er

o

El sequndo término en el denominador (decaimiento radiativa), describe fa emision
espontanea de radiacion por parte del dipolo inducide, el cual se incrementa rapidamente
con el aumento en el tamafio de la particula considerada, reduciendo el dipola inducido e
incrementando el ancho de banda de la resonancia plasménica™ El tercer térming del
denominador estd relacionada con la despolanzacidn de la radiacion a lo largo ge |a
superficie de la particula como consecuencia del tamafo definido de la particula en
comparacién con la langitud de onda de la radiacion inodente. Este término causa un
cornmienta hacia el rojo de la resonancia plasmdnica a medida que se incrementa el
tamario de la particula.*® La combinacion de ambos efectos produce un corrimiento haca
el rojo en el espectro de extincion de las MNSs a la vez que aumenta el ancho de banda de

la LSPR (VMer Figura 1.1.2 AL

En el limite cuasielectrostatico la extincion esta dominada por la absorcion siendo la

dispersion practicamente despreciable (Ver Figura 1.2 B):

Cops = Amk Im{a = ay) (1.1.8)
La ecuacion anterior indica que para particulas esféricas peguefias la resonancia

dipolar ocurre cuando la derivada del denominador de la polarizabilidad definida por la
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ecuacion 113 es minima, es decr, a8 una frecuencia de resonancia w,,, que satisfice la
siguiente igualdad:
He+2g, }ds’-‘n’m + 2" de Tdm =10 119
donde £’y £ representan la parte real e imaginaria de la funcion dieléctrica s(w). Para
algunos metales, como por ejemplo la plata, el segundo térming de la ecuacidn 119 es
practicamenta despreciable en el rango espectral en el cual se encuentran las LSPR. Por este
motive |3 condicion de resonancia, llamada condicion de Frihlich, cbedece la sigulente
relacian:
sl y==2¢, (1.1.10)
De esta manera conociendo la funcion dieléctrica se puede estimar la frecuencia de
la LSPR. La funcidn dieléctrica, considerando la teoria de Drude e incluyendo un término

para las transicionas interbanda del metal, responde a la siguiente expresion:

PN I () RRAD
el +ip,m) "

donde los primercs dos términos comresponden a la contribucion de los electrones libres y
X corresponde al térming que da cuenta de las transiciones electrénicas de interbanda,
at, 5 la frecuencia de plasma de los electrones libres, v 7, es la constante de decaimiento
del movimiento electndnico, La constante de decaimiento esta relacionada con el camino
libre medio de los electrones en el metal v con la velocidad de Fermi a traves de la expresion
¥, =1, !vi. Dela combinacion de las ecuaciones 1,110 y 1.1.11 se puede obtener la frecuendia
de |a resonancia plasmanica:

a, = e {1+ 7, +2£,) (1112)
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1.1.2 Propiedades Opticas més alla de la Aproximacién Electrostatica

[

El sistema se vuehe un poco mas complejo cuando se consideran par‘tf-:lulas €on
dimensiones mas alla de las adecuadas para ser tratadas por el limite cuasielectrostatico.
Para estos casos se debe encontrar la solucidon exacta para las ecuaciones de Maxwell. Mie
fue el primero en dar una solucion exacla a las ecuaciones de Maxwell en 1908 (Ver Seccion
de Métodos Computaciones en el Capitulo 2)° La teoria de Mie da como resultado las

siguientes expresiones para la secoidn eficaz de extingion (C,) v 12 digpersion (C) ™

- %_f—'.i{:ﬂ +1)Refa, +5,) (1113}
C = i"' i{!n + e, +6 [ (11.14)

donde & = ITH es el vector de onda incidente, "Re” representa la parte real y, o,y &, %00

coeficientes dados por las siguientes expresiones:

_ o e (x) =y (xh, (mx)
m g, () (x)— &, (x) e, (mr)

(1115

L

b = Wy L"E} L ﬂfﬂ‘ﬁiﬂ fﬂ_{i‘:_]' 1.1.18)

w (mx)E (x)—ms (x)y (nex) i

En las ecuaciones 1,115 y 116, w, v &, son las funciones de Ricatti-Bessel. x=ka, donde o
es el radio de la esfera m=(g/¢g,)'", siendo £, la funcidn disléctrica de la EsFé-r’::,.' .-.':.r,lla
funcion dieléctrica del entomo. » es la contribucion del n-ecimo polo en la E::pansi&n
multipolar del campo (n =1.2,3,. etc.) gue se comesponden con la contribucian pa-r“v:iad g_el
terming dipolar, cuadrupolar, octupalar, etc,, a la seccion eficaz total, La seccion eficaz de
absorcidn puede calcularse sustrayendo la seccion eficaz de dispersion a la seccidn eficaz
de extincidn';

Cm__{fﬂ'{;ﬂr {1317
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A diferencia de o que se oberva en la respuesta dptica de N5s pequedas, a medida
que aumenta ef didmetro, la dispersién de la NP se convierte en la contribucion mas
importante en fa extincidn (Ver Figura 112 C).* A su vez, a medida gue el didmetro de |2
esfera aumenta, los términos multipolares de los coeficientes de «, v b, se vuelven mas
impantantes observandose en los espectros de extincidn nuevas resonancias LSPR asocadas

a ordenas multipolares superiores (Ver Figura 112 A)*

A B C
—RLEIEL — e
i
o D
3l 1] 714} ]
i nm] i (mm) Lmm]

Fhgra 11,2 Cakoulos tedricos de las eficendcias (O} de pxhncién, atsorcidn y dspersion de M55 de oo (en agual, 4]
comparacon &2 la O de estincion para NS de oro de 10 rm oy 160 nm de didgmesro. Se encuentran resaliacos &n
linea de puntos las contrbuciones de los difergries Grdienes multipolares a la extiresin total fen rajo el mada dipotar
¥ &N wergn ol mods cusdrupedan, Contribecian relativa de la absorcion y la dispersion al especiro de extincion todal
para e caso e MSs de oro de Bl 10 nm de didmetre v €1 160 nm de didmetro, Las redpeclivag eficiencias () 2
definen como la relacion entre la secoin eficaz v el drea geométrica de b nanoeders proyectada én un plans y
fueran calculadas utlizands la teoria de Mie,

1.1.3 Propiedades Opticas de Esferoides y Nanovarillas

Para & caso de particulas esferoidales se puede wutilizar un  enfogue
cuasielectrostatico para predecir la posician espectral y el ancho de banda de |a resonancia
plasmanica correspondiente al modo dipolar. En ese caso, utilizando un enfoque clasico
para describir el comportarmento ptico de una particula lo suficientemente pequefia en
comparacion con |a longitud de onda de la radiacion incidente, se puede encontrar una
condicidn de resonancia asociada con cada eje jdel esferoide. La expresion matematica para
la polarizabilidad en el caso de particulas esferoidales es similar a la ecuacidn 1.1.3 para M5s,

con la modificacion del factor 2 que se encuentra en el denominadar por un factor X que
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depende de la ralcidn de aspecto (AR = relacion entre e eje mayer v el eje menor del
esferoide] y de la direccidn en la cual es lluminada la particula. La polarizabilidad a lo largo
del eje Jestd dada entonces por la sigulente expresion:

SETEE 5

o, =,
£+X £

(1138}

donde Ves el volumen del esfercide y X=(1/L1-1. L representa el factor de despolarizacion
a lo largo del eje j v se debe cumplir que L+L;+L,=1. Para una esfera Li=L=L,=1/3 y X=2,
lo gue transforma la ecuacidn 1118 en la ecuacién 1.1.3. Para un esferoide prolato
(marfologia aproximada a una varilla), cuando se flumina a lo largo del eje mayor Ly
Li=L,<ls, por lotanto X, X, < 2y X, > 2. |, posee una expresion analitica y L, y L, pueden

calcularse a partir del eje mayor;

—t + B
b -:1‘—,'(-1 +ém{:_—: ), eone?=1-= (11.19)

[
donde a v & representan las longitudes del eje mayor y el aje menor, siendao b=ctener en

cuenta que en una esfera @ = b= ¢}, En este sentido, se observa un desdoblamiento del
modo dipolar para el caso de esfercides prolate orlentades al azar, un mode corrdo hacia
el azul y otro mado corrido hacla el rajo, Notar gue para esferoides el factor Xa Iu'llargn del
eje mayor se incrementa a medida que aumenta el AR, por lo tanto & medida que este

aumente se producira un corrimiento hada el rojo.

Fara el caso de esferoides se pueden modificar las expresiones de la polarizabilidad,
al igual gue en el caso de MSs, para considerar los efectos de tamanio a la hora caracterizar
&l modo dipolar teniendo en cuenta la despolarizacion dinamica y el decaimiento radiativo.
Estas modificaciones surgen de considerar correcciones electrodinamicas en las ecuaciones
de Laplace, y reciben el nombre de aproximacién de la modificacidn de onda larga
(modified long wavelength approach - MLWA)Y Esta modificacion posee una expresién
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simalar a la de la ecuacidn 1.1.7 para NS5 con [a excepcién de gue en el depominador se
cambia el radio 2 por la longitud del correspondiente semieje mayor para cada componente

del tenzor de polanzabilidad.

Al igual que en el caso de los esferoides prolato, al romper 13 simetria esfarica, las
nanowvariias (NRs) dan lugar a dos modos de resonancia plasmdénica que se denominan:
modo longitudinal el correspondiente a |3 excitacidn a lo large del eje mayor y modo
transversal el asociado a la excitacion a lo largo del eje menor.’ De esta manera, cuando se
produce la excitacion de NRs con una onda incidente no polarizada se observan dos bandas
en el espectro de extincion, una a bajas energias asociada a la LSPR longitudinal v otra a
altas energias asociada a la LSPR transversal con respecto a la lengitud de onda de la
resonancia de una esfera (Ver Figura 1.1.3 A y B). La posicidn de cada banda es fuertemaente
dependients de la geometria del NR, principalmente en el AR* Notar que no existen
métodos exactos para ef calculo de las propiedades opticas de MRs. Se debe recurrir a

métados numeéricos, coma par ejemplo, la aprommacion de dipolos discretos (DDA).

EL 800 poxs 11 400 500 B0 1000 Fi]
“{nmj} % (i)
Figura 11.2 Comparacién de las LSPR de NS4 y NRL A) Espediro de estincidn expenmental de una depersidn colcidal
de MESs de 20 nm e dametrs {linea contirua negral v efciencia de estincodn de una NS de 20 nm de didmeiro
ubizands la teoria de Mie fnes punteada roja) B) Espectro de extingdn experimental de una dispersiin colaidal de
BRs {lirea continua negra). Los parametros morlolegicos feercn determinados por micoscopia elecranmca de
transnshin,
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1.1.4 Propiedades Opticas de Agregados de Nanoparticulas

La descripcion electrodinamica de las exctaciones de las LSPR  expone
explicitamente la dependencia de la respuesta &ptica de las NPs con respecto a los
parametras morfoldgicos v el entomno dieléctrico. Si bien estos parametros son lo que
definen la respuesta dptica de una NP, se sabe que hay otro factor, denominado
acoplamiento plasmdnico, que puede alterar dramaticamente este comportamiento optico.
La farmacién de agregadas de NPs inducidos por interacciones guimicas o electrostaticas
suma das nuevas variables a la hora de predecir el comportamiento aptico del sistema: la
distancia interparticula y el narmero de MPs que conforman el agregado. El acoplamiento
plasmonico se vuebve mas importante a medida que disminuye la distancia interparticula
{Wer Figura 1.1.4 A).* Come consecuencia de este acoplamiento se genera una nueva banda,
a mayores longitudes de onda con respecto a la NP aislada, Esta nueva resonancia que se
ancuentra a menoras energias se asigna, en anatogia con el comportamiento de esferoide
prolato y MNRs, a la excitacitn plasménica correspondiente a una polanzacian a lo largo ded
aje Interparticula*® A medida que aumenta el ndmero de nanoparticulas el efecto de
acoplamienta se veelve cada ver mas importante, observandose para el caso de un proceso
de aglomeracién la apancion de una banda con un ancho de media altura considerable a
mayores longitudes de anda (L5PR del agregado), que por gjemplo, en el caso de N5 de
oro esto implica un cambio en la coloracén de la dispersion coloidal de rojo (N5s de Au

asiladas) a azul (aglomerado de NPs esféricas) (Ver Figura 1.1.4 B).
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Figrura 1.1.4 Efecta del acoplameenio plasmonioz en bos espectros de campo lejar (Extincion], &) Compamadon de la
eficencia de estinelbn (O} gara una MY de ooy para dimeros de N5s da oro 3 diferantes distancias infespasticula
(o), B Corrparacidn del especte de extincida experdmental de una dispersidn coloidal gda MSs y de una disparsiGn

colosdal de naroagregadon.

1.2 PROPIEDADES PLASMONICAS

La electrodinamica explica cémo un campo eléctrico oscilante externo induce a que
los electrones de la banda de conduccidn de un metal oscilen en forma coherente cuando
una MP es iluminada. Cuando esta nube electrénica se desplaza de su posicion de equilibrio
con respecto a los ndcleos atémicos se genera una fuerza de restauracion debido a las
interacciones de Coulomb entre los electrones y los nudeos cargados positivamente, dando
lugar a la oscilacion de la nube electrénica’ Esta oscilacidn coherente y colectiva de los
glectrones de la banda de conduccion es lo gue nombramos anteriormente como |a LSPR
de la NF, Coma se describid en el punto anterior, para un dado metal (caractenzado por su
funcian dieléctrica), la frecuencia de la LSPR puede ser sintonizada en el rango espectral del
UV-NIR modificando parametros coma la forma y tamano de la NP o el entorno dieléctrica’
También se describia en términos generales el efecto que tiene el acoplamiento de NPs

plasmanicas en |os espectros de extincion. Esto se debe a que como consecuencia de esta
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excitacion de la L5PR se generan incrementos drasticos tanto en la seccidn eficaz de
extincion como en el campo eléctrico alrededor de la NP Este incremento del campo
eléctrico alrededor de la NP poses sus maximos valores cerca de la superficie de la NP y
decae drasticamente a medida que nos alejamos de la superficie de la NP, generando un
gradiente de campo incrementado (Ver Figura 121 A). A su vez, cuando hay mas de una
NP, a una distancia adecuada para favorecer el acoplamiento plasmdnico de las LSPR de las
MPs individuales (dimeros, trimeros o nanoagregados de mayor numera de MPs), el campo
incrementada se encuentra localizado a lo largo del eje interparticula o gap, generande lo
que 58 CoNDCE como punte cabente o hot spoet (Ver Figura 1.2.1 B), cuya disposicion espacial
y maximos incrementos dependeran no solo de los pardmetros que modifican las LSPR en
NPs individuales (forma y tamaio de la NP y entorno disléctrico), sino gue también

dependera de la distancia interparticula y la orientacién ™™

Estudios detaliados de las propiedades de NPs plasmonicas han ampliado la
comprension de la dptica y la fotdnica en |a nanoescala, lo que ha llevado a importantes
descubrimientos tanto desde el punto de vista de la ciencia fundamental como de las
ciencias aplicadas, Los parametros comunmente utilizados para caracterizar 1a respuesta
plasmonica de una NF o nanoestructura (NE) metalica son sus propiedades de campa
lgjano, coma la absorcidn, dispersidn, y la extincidn {extincidn = dispersian + absorcidn), o
sus propeedades de campo cercano, como la intensidad y distribucion espacial de los
incrementos de campo £ En este sentido se define al campa lejano como la regidn del
espacia alejada de la NF donde |a radiacion se propaga indefinidamente si no s absorbida
o dispersada por el medic en e cual viaja, y al campo cercano coma la regidn del espacio
adyacente a la superficie de la NP donde el campo £ esta altamente localizado {campo

evanescente) v decae en forma exponencial,
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de las MP), ) Delobucidn g porements de campo elbcincn aragaga de pna MNP alads v pel del incremento
de campo & medida gue nas algjames de ls superlicie. Bl Dignbucion de moremento o8 campd SfeCrico @n ME:
idimero, trirmerd, beptametra) @n las cusles pesde apreciane puntod de masmd incremento de carmgo Incalrados
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A raiz de estas propiedades dpticas, el campe de la plasmdnica se ha enfocado en
gran medida al estudio y el disefic de MEs con resonancias sintonizables v que generen
grandes incrementos de campo para ser aplicadas a la deteccion ultrasensible de moléculas.
Un ejempio de esto es el desarrollo de la técnica conocida como espectroscoma Rarman
incramentada por stiperices (SERS), que consiste en generar increémentos drasticos en la
seccion eficaz Raman de moléculas que se encuentran en los hot spofs de NPs o NEs.™ Las
fendmanas dpticos generados como consecuencia de |a excitacion de tas LSPR (Ver Figura

123, en particular su capacidad para acoplarse entre si a través de interacciones de campao
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cercana y de campo lejang, permitieron desarrollar una gran variedad de aplicaciones en
espectroscopia, desarrolle de nanosensores, técnicas para generar imagenes celulares,
terapias contra el cancer, etc™ Varias de estas aplicaciones serdn abordadas en las
discusiones de bos resultados de esta Tesis en las Partes 2-4 Cabe destacar gue la
importancia de las NEs para la obtencidn de imagenes &pticas y para el desarralio de
sensores se debe a sus Incrementos en las secciones eficaces de extincidn y dispersion
especialmente en las regiones del espectro visible e nfrarrore cercano (NIR), asi como & su
extrema sensibilidad a un pequefo cambio en el entorne dieléctrico® Debido a sus
incrementos en la seccion eficaz de absorcion, estas NEs son capaces de produdr |3
conversion de energia optica en calor a traves de procesos no radiativos de relajacion de
los electrones, ™ permitiendo el desarrollo de aplicaciones donde son utilizadas como
nanofuentes de calor. ! Un ejermplo de esto es la produccidn localizada de calor en micro o
nano ambientes para destruir tejidos enfermos de una manera especifica, un aspecto que
podria ser una herramienta Otil para tratamientos y ciruglas no invasivas. ™ Ademas, debido
a su biccompatibilidad,” las NPs de ara se estidn empleando en una gran variedad de
aplicaciones en el campo de la nanobiomedicina, especialmente en terapia contra el cancer

y comao portadores de medicamentos (arug defiven).



Juan £, Fraire — Tesis Dactoral | 17

Emﬂ&ﬁﬁnl.!ilﬂﬂ Distribusitn de Campe E Incrementado
Carmips £ .-".
l I = P Q - [
o e P S
Genaracidn de Caloe

Do @ s b A paEacany R S B R Tl
B T el Bk ekl T ke

Flgura 1.¢.2 Representacion esquemaiica de los fencmencs opticos generados por la exciacion de bas L5PR en NPy
piasmionicas.

1.3 SINTESIS Y FUNCIONALIZACION DE NAMOPARTICULAS
1.3.1 Sintesis de Manoparticulas

Como consecuencia de sus interesantes fenamenos opticos, |as NPs plasmonicas
son objetos de una intensa investigacion cientifica en la actualidad. Hoy en dia pueden
sntetizarse NPs con una gran variedad de formas [de esferas a particulas anisotropicas
complejas) y tamanos. En particular, las NPs de metales han atraido la atencion de los
quimicos sintéticos y fisscoguimicos. 5@ han reportado numernosos métodos quimicos de la
quimica coloidal (métodos boftom-ug vy fisicos (metodos fop-clowr) para la sintesis y [a
fabricacion de MPs de forma y tamafio controlado, El método mas cominmente utilizado
para la sintesis cololdal de NSs de oro v plata fue descripto por Turkevich en 1357, y se basa

en las propiedades reductoras de soluciones de citrato en ebullicion™ El método es
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bastante simples se debe calentar, con agitacion constante, una mezcla de reaccidn acuosa
del precursor metalico (HAUCl, o AgNO,) v el agente reductor (citrato de sodio = MNa,Cit),
Los principales factores que controlan la distribucion de tamanios de las NFs sintetizadas
son la relacién de las concentraciones entre el precursor metalico v el agents reductor, la
temnperatura, las condiciones de agitacién, asi como el orden utilizado para mezclar los
reactivos,

Para la sintesss de NPs anisotrépicas de oro un método generalmente utiizado es el
crecimientn mediado por semillas®™* Este método consta de dos pasos: el primero
imvolucra la generacion de pamiculas pequefas de sofo 2-7 nm de didmetro (semillas)
utilizande agentes reductores fuertes come el borohidruro de sodio (NaBH,); v €l segundo
consiste en adicionar las semillas a una solucdn de crecimiento metaestable que contiene
la sal metalica v un agente reductor débi coma la hidroguinona (CHOH),). En este ultimo
paso & proceso de crecimiento es controlado cinéticamente y la sal metalica {en la forma
de iones Au®) se reduce a un intermediario (Au™) de tal manera gue la reduccion total de
los iones solo puede efectuarse mediante |a catalsis superficial de las semillas.  El
crecimientn anisotropico se debe al agregado de aditivos gue funconan como moldes
maoleculares (surfactantes) o gue se depositan en forma preferencial en algunas caras
cristalinas de las semillas (haluros o iones metalicos) Mediante este método se pueden
sintetizar MRs utilizando surfactantes como el bromura de cetd trmetd amonio (CTAB) y
pequenas cantidades de iones Ag®. El protocolo empleado para la sintesis de MPs de esta

Tesis se describe en detalle en |a Seccion 2,61 del Capitulo 2.

1.3.2 Estabilizando las Nanoparticulas en Dispersion Coloidal

Debido a la naturaleza coloidal intrinseca de fas NPs plasmdnicas, un asunto de suma

importancia es brindar una funcionalizacian superficial adecuada para favorecer su
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estabilidad y eventualmente para evitar o favorecer (dependiendo de la aplicacion
especifica) su aglomeracion, La funcionalizacidn es esencial, por ejempla, para generar un
ensamblade controlado de NPs o para dingir las NPs a un objetivo especifico mediante la
modificacion de su superficie con agentes de bioreconocimiento usanda biomoléculas o
bioconectores disefiados para unirse a un receptor, ™

Como se menciond anteriormente, en la actualidad existen una gran variedad de
meétodos de sintesis de MPs con diferentes tamafos, formas y propiedades fisicas o
guirmnicas. Los metodos bofform-ue como los métedos de la quimica cokoidal, son los
métodos utilizadaos en esta tesis para la generacion de MPs debido a su gran control en la
dispersidn de tamaifios, Dispersiones coloidales de NPs metalicas pueden ser producidas en
disohventes acwosos U organicos. En estos métodos coloidales la sintesis se lleva a cabo
utilizando moléculas o especies que durante [a reaccion generan compuestos secundarnios
gue pueden adherirse a |a superficie de las NPs. Este proceso es el responsable de estabilizar
la NP en dispersion coloidal evitando la agregacion debido a la repulsion esténica y/o
electrostatica entre |a capa proteciora de las MPs. A su vez, estas moléculas pueden
controlar la tasa de crecimiento, la morfologia v el tamafio final de las MPs durante el
proceso de sintesis

Las principales fuerzas repulsivas responsables de la estabilidad coloidal son, en
principio, repulsion electrostatica y de exclusion esterica. Es crucial, por tanto, elegir el
ligando mas conveniente para tener una dispersion colodal estable. El igando seleccionado
debe sar capaz de unirse a la superficie de NP a través de algan tipo de interaccion atractva
{electrostatica, adsorcion quimica o de interaccion hidrofobica), brindandole a |a superficie
de la NP las propiedades deseadas, ya que es |3 funcionalizacion la que determinara la

interaccién con el medio ambiente, El grupe funcional gquimico mas utilizade para
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funcionalizar MPs de oro y plata es el tiol (<5H) debido a la capacidad de generar uniones
covalentes muy estables con la superficie metalica™

En soluciones acuosas, las NPs hidrdfilicas pueden ser estabilizadas por repulsidn
electrostatica debido a la presencia de moléculas cargadas en su superficie Cuando la
concentracion de sales de la solucidn acuosa es lo suficientemente alta, puede dar lugar a
un proceso de aglomeradion debido a la disminucion de la repulsion electrostatica como
consecuencia de una aleracion de la doble capa eléctrica en la interfase entre |a superficie
metalica v la solucion. €n estos casos las fuerzas de atraccion (Van der Waals o puentes
hidrégena) cobran importancia causando |a aglomeracion de las NPs.™ Una forma de
aumentar |a estabilidad coloidal de las NPs es intercambiando la naturzleza quimica de los
ligandos por otros gue pusden dar nuevas funcionalidades asi como nuevas propiedades a
la superficie de WP, El ejemplo mas coman es reemplazar el ligando adherido desde el
medio de sintesis por uno nuevo que e una mas fuertemente a la superficie de la NP Por
ejemplo, &n la sintesis de MPs por el método Turkevich, los iones citrato adsorbidos en la
superficie de MP dan a la dispersion coloidal cierta estabilidad debido a la repulsion
electrostatica (las NPs funcionalizadas con citrato pueden ser conservadas por afios siempre
v cuando no se altere el medio en el cual fueron sintetizadas). Sin embargo, esta estabilidad

se reduce cuanda la fuerza iGnica se incrementa ™

1.3.3 Bioconjugacion: Estrategias de Funcionalizacién con Biomoléculas

Los conceptos descriptos anteriormente en cuanto al intercambic de ligandos y la
funcionalizacién quimica se pueden aplicar a las biomaoléculas. El grado de complejidad de
las biomabaculas les brinda la capacidad de poder ser utilizadas para dar tanto ka funcidn

bioldgica asi como la capacidad de estructurar las NPs en aglomerados controlados. Estas
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moléoulas pueden ser relatvamente simples y pequefas tales como lipidos, azdcares,
peptidos o vitaminas o ser mucho mas sofisticadas o complejas, tal como ADN, ARN,
enzimas y proteinas.

La conjugacion de las biomoléculas a las MPs plasmanicas (bioconjugacion) permite
generar materiales hibridos gue pueden ser utilizados para interactuar de manera especifica
con los sistemas bicldgicos. La bioconjugacion redne las propiedades dnicas y la
funcionalidad de ambos materiales, las propiedades dpticas de las MPs plasmonicas v 13
capacidad de las blomoléculas de reconodmiento molecular altamente especifico.

Las estrategias de bioconjugacidn de MNPs plasmdnicas generalmente se divide en
cuatro clases:

1. Adsorcion electrostatica (adsoroion no especifica)

2. Unidn tipo ligando a |a superficie del metal, comunmente por quimisarcidn (grupas
tiol).

3. Uniones no covalentes basadas en sistemas de afinidad ligando-receptor,

4, Unidn covalente mediante guimica de conjugacion (click chemistnd, haciendo

reaccienar grupos funcionales del ligando v 1a biomolécula.

Durante o desarrollo de esta tesis se estudiaron estrategias de funcionalizacion con
el fin de generar diferentes aplicaciones de las NPs y NEs plasménicas sintetizadas. Dentro
de estas estrategias las tres Gltimas, y/o una combinacion de ellas, son las que representan

un verdadero control de la quimica superficial y de la arquitectura de la NE.
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CAPITULO 2 Materiales y Metodos

El estudio y disefio de MEs plasmanicas generadas por bioconjugacion y puentes
mokeculares y sus aplcaciones requiria de |a sintesis de las nancestructuras, la medicion de
las propiedades fisicoquimicas de las estructuras formadas y la correlacion de los datos
experimentales con los calculos electrodinamicos. A fin de realizar la investigacion
propuesta, fue necesario utilizar multiples técnicas experimentales, tanto espectroscopicas
oMo microscopicas. De esta manera, fue posible sequir y analizar el proceso de formacion
de las nanoestructuras y caracterizar las nuevas propiedades con el fin de lograr
aplicaciones concretas. En todos los casos, las propedades opticas de las nanoestructuras
sintetizadas y/o la respuesta espectroscopica de diferentes sondas moleculares en las
mismas, fueron modeladas mediante calculos electrodindmicos  utilizando - métodos

MUMErHDS,

21 REALTIVOS

Los sigulentes reactivos fueron utilizades sin purificacion adicional: HAWCI, (Carlo
Erba - Sigma Aldrich), AgNO; (Blaker — Sigma Aldrich); Citrato de Sodio (Mallinckrodt —
Sigma Aldrich); Rodamina B (Exciton); Cumarina 440 {Excton); Biotina E2-Link Biotin-HPDP
[Pierce); Estreptaviding (Imvitrogen), Anticuerpo Biotinilado anti-mouse IaG [Sigma -
Aldrich); Acido Ascarbice (Anedra); Crsteamina [Aldrich), Cucurbiturilo & (CB[B]) {Sintesis
efectuada por la Dra. Valeria Sueldo del Departamento de organica de la Facultad de
Ciencias Quimnicas - UNC); Metil Vielogeno {(Aldrich); Anticuerpo Policlonal de Conejo anti
c-Myc (Santa Biotechnology); Anticuerpe Biotinilado de Cabra anti-rabbit 1gG iMolecular
Probes); Lipofectamina 2000 {invitrogen; Poli-L-lisina (5igma); Medio Neurcbasal (GIBCOY);
B27 (GIBCO): Suplemento M2 (GIBCO); Anticuerpao Biotinilado de Rata anti-mouse IFNy (BD
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Biosciences), Anticuerpa Biotinilado de Rata anti-mouse IL-10 (80 Bioscences], Anticuerpo
Biotinilado de Rata anti-human THFa (BioLegend); Hydroguinona (Sigma Aldrich); Bromuro
de Cetil Trimetilamanic (CTAB) {Sigma Aldrich); NMaOH (Sigma Aldrich); Polisorbato 20
{Tween 20} (Sigma Aldrich); Sulfato de Cobre Pentahidratado (Sigma Aldrich), Dimetil
Sulfoxida  (DMSC)  (Sigma  Aldrich),  HS={CH2),—{CH,CH0)—0CH~CO0H  (PEGT)
(ProChimia); HS=CH,CH~CH.CH.O)p=N, (PEG2) (NANOCS) dPEG-MNHS Ester de
Prapargilo (Quanta Biodesign); Factor de Credimiento Epidérmico Humano Recombinante
[EGF} (Life Technologies), B-nicotinamide adenine dinucieotide 2° -phosphate reduced
tetrasodium salt hydrate {Life Technologies); NeutrAvidina (Thermao Scientific); Acido Nitrico
(EMD) v Acide Clerhidrico (Fisher) para ICP-MS.

22  KITS COMERCIALES

Feba™ spin desalting columns (7 K MWCO) (ThermaoScientific) y D-Tube dialyzers
(3.5 K MWCO) (EMD) utilizados para la purificaccion de proteinas: Kit ELISA para EGF human
{Life Technologies); Kit ELISA para Human TNF-o MAX™ Standard (Biolegend), Kit de
Caspasa-3 EnzChek® y BCA protein assay (Life Technologies) utilizados para la

cuantificacion de apoptosis.

23  MICROSCOPIAS

2.3.1 Microcopias Electronicas

Para la caracterzacidn de sisternas gue poseen escalas nanométricas es necesano el
emplec de técnicas de microscopia de alta resolucidn, Las microscopias electrdnicas, en la

actualidad, estan entre |as herramientas de caracterizacion mas poderosas para determinar
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caracteristicas morfoldgicas en estos sisternas, Debide a la naturaleza de las ondas planas,
las imagenes se encuentran imitadas por la resolucion (distancia minima a la que dos

objetos diferentes pueden ser diferenciados) establecida coma
d=0614/usin 2311

donde A es |a longitud de onda incidente, i e el indice de refraccion del medio, v §ec el

semiangulo de coleccion de las lentes de magnificacion.

Er la basqueda de mejorar 1a resolucion de las imagenes obtenidas, una estrateqia
consiste en disminuir la longitud de onda vinculada con la energia segun 1a ecuacion 4 =
1,22/EY? En general la energia de los electrones utilizada se encuentra en el rango de 10
a 400 keV [una energia de 100 keV equivale a una longitud de onda de 4 pm), lo gue permite

obtensr un limite de resclucidn ideal de 0,002 num.

El principio de funcionamiento de las microscopias electronicas se basa en la
interaccidn de los electrones con la materia (Ver Figura 2.3.1.1 A). El cambio de direccion de
los electrones al impactar con la muestra, la probabilidad de transmision de la misma, el
acople con procesos de emision de radiacidn o la ionizacion de la muestra son alguncs de
los efectos que se producen cuando se iradia con un haz de electrones de alta energia v,
dependiendo del efecto gue se detecte, determinara la técnica y el tipo de informacion que
se extraiga.’ Por ejemplo, los electrones secundarics y los retrodispersados tienen la
direccion de propagacion opuesta a la direccion del haz de efectrones y son la base del
funcionamiento de la microscopia electronica de bardo {SEM) [Ver Figura 2311 B),
Mientras que en el haz directo transmitido los electrones pueden ser captados por un
detector de la microscopia electrdnica ae transmisicn (TEM) (Ver Figura 2,311 C). En &l

presente trabajo de tesis se utilizaron las siguientes técnicas de microscopia electronica:
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. Microscopia electronica de barrido (SEM):

El anafisis de |a distribucion de MRs de oro asi como |as células neuronales
funcionalizadas con Nis de oro, se efectud a partir de las imagenes obtenidas con un
microscopio electronico de barrido del Photonic Center de la Universidad de Boston,
Estados Unidos, y en un equipo FE-SEM Eigma de Car Zeiss, disponible en el laboratorio
de Microscopia Electranica y Andlisis por Rayos X (LAMARX-FaMAF, UNC), Céhrdoba,
Argentina. Las muestras fueron preparadas funcionalizando una oblea de silicio con poli
lisina y depasitando una gota de solucidn sobre ella a termperatura ambiente y enjuagando

con agua luego de 30 minutos, o bien incubando las células sobre las obleas de silicio.
. Microscopia electrénica de transmisicn (TEM)

Las imagenes TEM de las NPs y nanoagregados, fueron registradas en un
microscopio electrénico JEM-Jeol 1120, empleando un voltaje de aceleracion de BO kV
(IFFIVE, INTA), Cérdoba, Argentina. Las muestras fueron preparadas dejando secar una gota

de solucidn sobre |a grilla TEM a temperatura ambiente.
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Figura 2,311 Principios oo las mecrnscopias electronicas. A} Sefiales pereradas cuando unchag de electrones de alta
enevgia inferachia con una muestra. La mmvoria de estas sefiales pueden ser detectadas en diferentes tipos de
michoscopias de electrenes. B) Princpio basca de ks (2onica SEM, C} Printpio basico de la técnica TEM,
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2.3.2 Microcopia Confocal de Fluorescencia

La microscopia confocal es una tecnolagia que permite realizar observaciones en
diferentes planos de la muestra a diferencia de la microscopia optica convencional. Esto se
debe a que en los microscopios confocales existe una pieza llamada pinfole que consiste
en un pequefio orificio en el filtro detector de la luz, que impide el paso de haces
procedentes de los planos de la muestra que no estan enfocados. Asi, se obtiene solo la
informacion de la region enfocada denominada plano focal, v se elimina el resto (Ver figura
2.3.2.7). Como resultado final se logran imagenes de mejor calidad, pudiendose realizar
cortes virtuales de las muestras analizadas. Estos microscopios emplean un sistema laser
qua enfoca el haz de luz, en forma de barrido, en una pequeia parte del espécimen. El laser
aplicado es absorbido por molaculas en la muestra, que una vez que retornan al estado
basal emiten fluorescencia a una longitud de onda mayor a la aplicada. La fluarescencia en
una muestra puede ser debida a moleculas que se encuentran de forma natural
{autoflucrescenca) o puede ser producida por moléculas adicionadas a la muestra llamadas
fluoroforos. Hay una gran cantidad de fluoroforos especificos usados para marcar diferentes

estructuras celulares y con diferentes emisiones de fluorescencia

El wso de varac combinaciones de ldseres capaces de detectar v produci
fluorescencia a diferentes longitudes de onda, permite un escaneo de la muestra en un
amplio rango del espectro de luz, permitiendo la cbservacion de estructuras tefidas con tal

detalle, como no se puede lograr con tacnicas comvencionales.

En este trabajo se empled |a técnica de microscopia confocal de fluarescenda para
obtener imagenes de células neuronales funcionalizadas con M5s de oro. Para ello se utilizd

un microscopio confocal Zeiss Pascal, disponible eén el laboratorio de Microscopia Canfocal
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{CIQUIBIC, UNC), Cordoba, con un objetive de 40x y una N.A, de 14, La longitud de onda

de excitacion utilizada fue de 488 nm (laser de Argon)

Flgura 2.3.2.1 Principles de la microscopta condocal. La bur procedente desde los puntos fuera del plano focal es
aliminada por el piod

2.3.3 Microscopia de Campo Oscuro

La microscopia de campo ascuro permite medir la luz dispersada por un objeto
utilizando un microscopio dptico convencional ¥ un condensador de campo oscuro. El
condensador de campo oscuro permite iluminar la muestra a un angule suficienternente
agudo como para que la luz incidente no sea colectada en el objetivo. Asi, sdlo la luz
dispersada por los objetos gue componen la muestra serd colectada en el objetivo,

abteniendo imagenes en un fondo ascura (Ver Figura 2.3.3.7).
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Figura 2.3.3.1 Esguema del set-up espenimenial representativo o un microscopes de camps olurn gue permile
miedir la radiacion dapersads (sspectroscops Rayleighl

Las imagenes de campo oscure de células neuronales funcionalizadas con NSs de
oro y de células incubadas en la presencia de NRs de oro fueron tomadas utilizando un
microscopio dual (Olympus BX51) gue combina modos de transmision y reflexion,
madificado con un condensador de campo oscuro, Los experimentos fueron realizados
utilizande un condensador de campo oscuro Olympus (NA = 092 - (,8), un objetivo
Clympus LPlan 100x {NA = 0,70}, un cbjetivo Olympus SLMPlan 50x (NA = 0.45), un edge
fifter de 633 nm, y una ldmpara haldgena. Una camara Angstrom Sun CFM-USB-4 de

125001008 pixeles fue adicionada al microscopio para tomar las imagenes de las células
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24  TECNICAS ESPECTROSCOPICAS
2.4.1 Espectroscopia UV-visible

La espectroscopia UV-visible es la técnica mas utilizada en este trabajo de Tesis,
debide a que una de |as principales caracteristicas de las NPs de metales nobles, consiste
en sus grandes secciones eficaces de extincion, dispersion y absorcion, Ademas mediante
el analisis de los perfiles espectrales es posible estimar cualitativamente |z variacion en |3
farma, el tamafio o medic ambiente quimico. Modificacicnes en la superficie o en el medio
de dispersidn de las MNPs, son directamente traducidas en comimientos determinados en e

aspectro de extincion,

Los espectros de extingion de las suspensiones de NPs fueran medidos en el
intervalo comprendido entre 200 y 1100 nm, utilizando una celda de cuarzo de 1cm de paso
optico, empleando un espectrofotdmetro Shimadzy UV-1601 El sequimiento de log
procesos de agregacion vy la sintesis de MNPs se realizaron mediante la adquisicion sucesiva

de espectros a intervalos de tiempo regulares

2.4.2 Espectroscopia Raman

El efecto Raman fue descubierto en 1928 por bos fisicos C. V. Raman v K. 5. Krishman
Dicho efecto se origina a partir de la polanizacion electrénica de las moléculas debida a la
luz UV, visible o infrarrojo cercano” Cuando una molécula es irradiada por luz
monocromatica, dos procesos se pueden Nevar a cabo: la dispersion Rayleigh v 12 dispersion
Raman. El primero ocurre cuando un fotdn colisiona elasticamente con las moléculas,

siendo las radiaciones incidente y dispersada, de la misma frecuencia. El segundo y menos
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frecuente, ocurre si la frecuencia de la radiacion incidente difiere de la dispersada (colision

ineldstica).

51 la molécula se encuentra en el estado fundamental v, después de interaccionar
cen la radiacion, lega a un estado vibracional wriual excitado inestable, la energia del fotdn
dispersado es menor a la del incidente (Raman Stokes), Si por el contrario, la molécula se
encuentra en un estado excitado puede ocurrir que la energia del foton dispersado sea

mayor a |2 del incidente (Raman anti-Stokes).

El proceso tratado clasicaments comprende la interaccidn de la luz con los modos
vibracionales normales del compuesto. Bl campo eléctrico de un haz de luz monocromatica
con una dada frecuencia (@, ) que incde sobre una maolécula, induce un momenta dipolar
en la misma debido a la interaccion con la nube electronica. Diche campo puede describirse

OO

E=E, cos(aa i) {2427

!

donde £, es la amplitud maxima del campo eléctrico v fes &l tiempo. En la interaccidn se
genera en la molecula un momente dipolar inducide (W) que es proporcional a la
polanzabiidad (o) del material:

p=uaf =a,E, cos(2rw_r) (24.2.2)

El cambio o con respecto al desplazamiento vibracional (coordenadas nucleares) se
puede expandir en serie de Taylor, Ademas, s= puede definir a la distancia internuciear (g)

Lo

g=r—r, =,E, cosZrm,, ) (2.4.23)
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dande . es la distancia de separacidn mésima respecto al equilibric y o, es la frecuencia
de vibracidn, Si el desplazamiente con respecto a la posicidn de equilibrio es peguefio, solo

los primergs 2 términos son importantes en |a sere de Taylor, modificando la expresion

para o
ey ]
o=, + —- | g (£424)
: ( % J,
o=, 1{5&] r, cos(2ma 1) (24.2.5)
s

Reemplazando la ecuacion 2.4.2.5 en la ecuacion 2.4.2.2, p puede escribirse como:

g = By cos(2aa 1)+ [ aﬁ] r E; cos(2ma, r)cosQra 1) (2.4.2.8)
iy 3

consideranda que (cos({a)cos(f) = E[mshr + ) + cos{a = #)]), arribamos finalmente a

la siguiente expresion:
. 1| e, ]
i =@, B, cos2aam_t)+ g r_Eulq:naﬂ.ﬂwmmr}ms{Im,,m wrnsstd] (2427
a

donde el primer término correspande a la dispersidn Rayleigh y el segundo término a la
dispersiones Stokes (oo = By, - @) ¥ B Ant-Stokes (mp-oaes = e + )

respectivamants.

La distribucién de Boltzmann que restringe el numero de estados ecupados sique la

siguiente formula:
NN, =g, g, e o (2.4.28)

A T ambiente AF es mayor que &7 donde k es la constante de Boltzmann, dando como

resultado que el mayor ndmera de moléculas se encuentre en el estado fundamental lv=0),
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Por este motive, |a probabilidad de observar el efecto Raman anti-Stokes es mucho menor

gue la probabilidad de observar el efecto Raman Stokes.

La ragiacicn fotal Stokes dispersada promediada sobre todas las orentaciones

medidas {fuad ©5 proporcional al fuio incidente de fotones (1)
] iy T £ (2.4.29)

donde @, 85 12 seccion eficaz Raman, la cual es proporcional al cuadrado de |a derivada
de la polarizabilidad para la transicidn vibracional del nivel n al nivel m y a la cuarta potencia

de |a frecuencia de dispersicn (W}

O g = C05y| e F (2 4.2.10)

2.4.3 Espectroscopia Raman Incrementada por Superficie (SERS)

Como se discutid en el Capitulo anterior, uno de los efectos mas importantes de las
estructuras plasmonicas es el incremento de campo eléctrico en las cercanias de la
superficie metalica (Ver Seccidn 1.3), La aplicacion de estos incrementos de campo eléctrico
en diferentes espectroscopias, en especial la espectroscopia Raman ncrementada por (3
Supericie (SERS, del inglés Surface Enhaced Raman Spectroscopy), ha sido una de las
tematicas de mayor desarrolio en [as Gitimas decadas * Desde su observacion por primera
ver por Fleischmann y colaboradores en 1974.° al tomar el espectro Raman de una
monocapa de pindina adsorbida sobre un electrodo de plata con la superficie rugosa,
donde se obtuvo un incremento de 107 respecto al espectro Raman Normal en selucian, ™’
hasta la posterior interpretacidn tedrica del mecanismo de exaltacidn por Van Duyne* En
la actualidad, el 5ERS se ha convertido en una poderosa herramienta analitica en

espectroscopia vibracional que permite obtener factores de incremento de la sefial Raman
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de varios ordenes de magnitud, provenientes de pocas moléculas adsorbidas sobre
superficies de NPs metdlicas (especialmente plata vy org), alcanzando en situaciones

especiales factores que permiten la deteccidn de una Unica malécula

Existen dos modelos conceptuales que dan origen a dos diferentes mecanismos
como responsebles del incremento en la sefial SERS. El primera es el mecanismo
electromagnético, el cual analiza el incremento debido & que en las cercanias de MEs
plasmdnicas el campo sléctrico s& encuentra incrementado generando que e momento
dipolar inducido en la molécula también se incremente, El segundo es el incremento
guimico, &l cual analiza los incrementos en [as senales en base a la formacion de complejos
de transferencia de carga los cuales modifican la identidad molecular v por lo tanto la
seccion eficaz del adsorbato. Esta seccion eficaz puede aumentar o disminuir, y por fo

general los incrementos son bajos en comparacion con el efecto electromagnético.®

Los experimentos de espectroscopia Raman/SERS fueron realizados con un
espectrometro confocal micro-Raman (LabRaman HRBI0 fobin-Ywon, Horiba), empleando
laseres de He-MNe de longitud de onda 632,8 nm, de iones Ar a 5145 y 488 nm. En todos
los casos las intensidades del haz incidente medico antes de las muestras fue del orden de

1-100 mW [dependiendo del tipo de laser, la longitud de onda v de la potencia).

2.4.4 Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

DLS es una técnica que se utiliza generalmente para determinar e diametro de
particulas en dispersion coloidal, basandose en las fluctuaciones temporales de la dispersién
de las particulas en solucion y correlacionando esas fluctuaciones con el radio

hidradinamico de las particulas. La caracterizacidn por DLS de las diferentes NPs y MEs
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sintetizadas se realizd utilizando un espectrofatometro Delsa Nano 2.2 con una celda de
cuarzo de 1 om a temperatura ambiente. Este mismo equipo se utilizo para las
determinaciones del pofencal-z &), el cual es una medida de la diferencia de potencial
entre el medic y las particulas dispersadas (este parametro da informacion de la estabilidad

coloidal debida a la repulsidn electrostatica).

2.5 METODOS COMPUTACIOMALES
2.5.1 Teoria de Mie

En 1908, Gustav Mie aborda el problema matematico de |a interaccian entre la
radiaciin electrermagnétca y una particula esférica, en la busqueda de explicar |2 coloracion
rajo rubi de las soluciones colosdales de Au™ En términos generales, |a estrategia para llegar

a la solucion del problema cansiste en:

a) expandir la onda plana incidente en términos de armonicos esféricos vectoriales.,

b} encontrar bos coeficientas para la expansion del campe incidente.

¢) encontrar los coeficientes para la expansién del campo generado dentro de la
asfera (interno) y del campo dispersado, sujeto a la condickon de que en la superficie de la

esfera, tanto el campo eléctnco coma el magnético, deben ser continuos

Para satisfacer las ecuaciones de Mawwel, el campe afécinico (E) v el campo
magnético (H) deben poder resolver las ecuaciones de onda planteadas antenormente
fecuacionss 111y 1.1.2). A su vez, los campos E y H deben ser libres de divergencea (V. E =

0, ¥. H = 0}, y estan relacionados por las siguientes expresiones

V«E = fauH (2.5.17)

Ve H=—lnek {£.2.1.2)
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donde w es la frecuencia angular, p es la permeabilidad del medic donde se propaga la

onda, ¥ £es la constante dieléctrica.

Por otro lado, es posible construir una funcion vectorial M a partir de una funcidn

escalar ¥y un wector constante rsegun;
M=7x(rY) {2.5.1.3)
Utilizando identidades vectoriales se puede demostrar que:
M+ KM = 0 x (P20 + )] (25.1.4)

Por lo tanto, M satisface la ecuacion de onda vectorial (2.5.1.4) si la funcion ¥ es una

zolucion de la ecuacion de onda escalar;
TP 4 k2 =0 (2.515)

De acuerdo a su definicion, la funcion vectonal M es libre de divergencia (V. M = 0]

y, @ademas, es posible construir otra funcion vectonal M a partir de M segun:
N= kY VX M) (2516)

Asi, las funciones vectoriales My N teenen todas las propiedades requeridas para un
campo electromagnetico compatible con las ecuaciones de Maxwell: satisfacen la ecuacion
de onda vectorial {11.1), son libres de divergencia, la circulacion de M es proporcional a My
la circulacion de W es proporcional a M. De esta manera, el problema de encontrar
soluciones a las ecuaciones de campo se reduce al problerma comparativameante mas simple
de encontrar soluciones a la ecuacidn de onda escalar (2.5.1.5). Dada la simetria del
problema, las dos funciones W que satisfacen la ecuacién 2.5.15 en coordenadas polares

esfericas r, 8 y g, corresponden a dos funciones de distinta pandad, par W, & impar W,

Weornn = cosmg BMcos @)z (kr) (2.517)
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Yomn = sinme 7 (cos @)z, (kr) [2.5.1.8)

donde m= @ +1 +&.., ay n =0, 2. Las funciones BT son los polinomios asociados de
Legendre y zn son las funciones de Bessel. Estas Oftimas pueden ser elegidas de cuatro
formas diferentes: jn{kd, ynikd. hn'(dd vy hn(dd, dependiendo de cuales <ean las
condiciones de contorno del problema. El comportamiento asintdtico de estas funciones

e sinlkr-muf2), coslkr-nm/2), ™2y ot reemeetivaments,

Otro aspecto importante es el comportamiento de las fundones de Bessel parar =
0. Todas las funciones esféricas de Bessel divergen para r = 0, excepto jn{éa. Esto significa
que stlo esta funcion debe ser usada para representar un campo electromagnético finito

en el origen de coordenadas,

Es importante destacar que cualquier fundién que satisfaga la ecuacidn de anda
[£.5.1.5) en coordenadas esféricas pofares puede ser expandida como una serie infinita en
las funciones {2.51.7, 2.5.1.8). Las funciones W vy Y., sirven de base para construir cuatro
tipos de armanicos esféricos vectoriales diferentes usando las ecuadiones 2513 y 2516, El
praximo paso e: expandir la onda plana inadente en términos de los armonicos esféricos
vectoriales M., M., M v M. 5 se considera una onda polarizada con el vector de
onda & en la direccidn del eje z v la direccidn de polarizacibn sobre e gje x la expansion
del campo incidente en "ondas parciabes” esta dada por,

= 2o+l
E —-E'l.‘!"u"m"| = i L I'II Iﬁlllll £1
A F "E""r n!_u+|] } (2.3.1.3]

doende g es el vector unitario en la direccign del gje de polanzacion x La suma consiste en
una expansion en serie de |la onda plana en términos de ondas esféricas, donde al
superindice {1) en los armonicos esféricos indica que en las soluciones de (2.5.1.5) las

funciones de Bessel apropiadas son aquellas del tipo n(44, Debido a la ertogonalidad de



Materiales v Métodos |42

las funciones seno y cosena, los coefidientes de expansion de los armanicos Me, ¥ Nome
son cero. Ademas, los coeficientes restantes se anulan también, excepto para m = 1, por el
misma motivo. El correspondiente campo magnetico inciderte es obtenido calculando la
circulacion del campo en |8 ecuacion 2.51.9. Para expandir en armonicos esféricos
vectoriales el campo electromagnético dispersado (B, Hi ¥ €l campe interno (Ey Hy), se

impone ka sigulente condicion en el Emite entre la esfera y el medio circundante;
E, .. +E_ =E)xe ={H,_,. +H_-H)xe =0 (2.51.10)

Esta condicién de contorno implica que las componentes tangenciales de Ey H
deben ser continuas en la transicion desde un medio al otro con propiedades dieléctricas
diferentes. Asi, el campo dispersado £, fuera de la superficie de la esfera, puede definirse

aeli el

241 rih el
= F Z:: .It[u'+1}{J 8N ban} {2.5111)

donde el superindice {3) denota funcicnes de Bessel del tipe ha™(474. Una expresion similar

describe el campo interng:

| (2.5.112)

En este caso, es necesario usar las funcones de Bessel del tipo jn(éd en las funciones
generatrices ¥__ vy W para cumplir con el requerimiento de que el campo sea finito en
el origen, lo cual es sefislado con el superindice (1). Los campeos magnéticos H, y H,.,; 5&
pueden conocer calculando la circulacion de €, y £, respectivamente. A partic de |a
condicién de contormo 251310 en forma de componentes, se pueden escribir cuatro

ecuaciones independientes para un dado valor de n, |as cuales permiten, a su vez, conocear
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los cuatro coeficientes desconocidos o, B, ¢,y o] para la expansion del campo dispersado

g inferna, respectivamente,

La teoria de Mie permite calcular propiedades opticas de campo lejano coma, por
giemplo, la seccion eficaz de dispersian, €, definida como el cociente entra el flujo saliente
radial y el flujo entrante, y la seccian eficaz de extincion, C., definida como el caciente entre
&l flujo dispersade hacia delante v el flujo entrante. Como se describid en la seccidn 1.1.2,
en esta teoria, C_, v C,,, 58lo dependen de los coeficientes o y &, y C,.. puede calcularse

de la sustraccion de ambas,

2.5.2 Teoria de Mie Generalizada para Multiples Particulas

El problema de dispersidn de luz por un grupo de edferas, posee caraclensticas
distintivas en comparacion con la dispersidn de una esfera aislada. La principal diferencia
radica an que ahora, el campo incidente sobre cada esfera tiene dos componentes: una eg
el campo incidente sabre el sistema v la otra ez 3 suma de los campos dispersados por el
resto de las esferas que forman parte del agregade. El desarrollo del teorema de la adicion
para armonicos esféncos,™" hizo posble dar una sclucidn cuantitativa de este sequndo
componente y resolver analiticamente el problema de dispersion de luz por un agregado
de esferas con una anentacian fija* ™ En esta seceidn se describe an farma breve como se
halla la solucidn analitica de campo lejano para este problema, |a cual constituye una
extension de la teoria de Mie y se |a conoce coma Generalzed Multiparticle AMie-solution

(GMM).”” o Teoria de Mie Generalizada

Para resolver este problema, es necesario en un primer paso, expandir la onda plana

incidente en armonicos esféricos vectoriales que tienen su origen en sistemas de
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eoordenadas desplazadas, donde las orientaciones relativas de cada uno de los diferentes
sisternas de coordenadas se corresponde con la ubicacion del centro de cada esfera
involucrada. Luego se determinan los campos parciales dispersados por cada esfera Aqui
se halla la diferencia mas relevante respecto del caso de una estera aislada, puesto que es
necesario considerar explicitamente el hecho de que el campo dispersado por la fésima
esfera se convierte luego en campo incidente sobre la tésima esfera. Esta complicacian
adicional se supera con la ayuda de los coeficientes de traslacion vectoniales, los cuales dan
cuenta de este efecto. Bl prdwimo paso, de vital importancia, @5 construir una representacién
unica del campo dispersado. Para ello se utiliza una relacion simple que existe entre los
coeficientes de dispersion parciales y totales para el camnpo lejano, la cual implica solamente
un térming de fase. Por Gltimo se computan los valores de los coeficientes de expansion,

kos cuales, v de igual modo que en el caso de esfera aislada, permiten caleular C, vy ...

Consideremos un agregado de L esferas, donde X%, ¥ 2/ {con /=1, 2., L} son las
coordenadas del centro de |2 /€sima esfera relatvas 2 un sistema de referencia cartesiano
comun. A su vez, cada esfera cuenta con un sistema de coordenadas primario, con el origen
ubicado en su centre. En un primer paso, los campes Incdentes sobre cada esfera individual
son expandidos en termings de armonicos esfénoos respects a los sistermnas centrados en

cada una de ellas, Luego, son expandidos relativos a un sistema Cartesiand cormin:

Bl =E=Y"%" & [p. N0 0 ) g Mo 00 0)] 2520

B s =H-=-n:, U Efalnilel e )+ pmile el et)] @522

donde o = kry los coeficientes de la expansion estan dados por

PL=e" poigl =" g (2523)
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los cuales difieren de los coeficientes de |3 expansidn primarnia 500 por el término de fase
constante expl&Z ). Es importante mencionar gue en este formalismo sélo se emplea la
solucion para a la ecuacion de onda 2515, es decir la funcidn ¥, para generar los
armanicos esféricos vectoriales M, M. En un sequndo paso, se expresan los campos
parciales dispersados por cada esfera en términos de |os sistemas de coordenadas

primarios, los cuales estan dados por las ecuaciones:
B, =Y 5 BNl oo 2l e )] @524
H,. = -&:T il 2l v (o 00 e al MD (o 000 )| 2523)
L}

donde los coeficientes a v b estan dados por
dl,, =a, Pl =00, (2.5.2.6)

donde a' y B' son los coeficientes de dispersion de Mie de la fesima esfera aislada
mientras que &y ' son los coeficientes de la expansion del campo incidente total
sobre la esfera Sasima vy contienen dos contribuciones: la onda plana incidente inicial y las
ondas dispersadas por todas las ofras esferas del agregado. Hallar los coeficientes Py
¢, Implica a su vez hallar los coeficientes de translacién vectorial AL y 8L . Estos
Gltimos, juegan un papel clave porgque caracterizan la transformacion de una onda
dispersada por la fesima esfera en una onda incidente sobre la fésima esfera. Estos
coeficientes pueden ser expresados explicitamente utilizando, a su vez, los coeficientes de
Gaunt, los que pueden obtenerse mediante una relacidn de recurrendia. Luego de haber
obtenide todos los coeficientes de dispersion parciabes, el praxime paso es construlr una
{inica representacion para el campo dispersado total por ef agregado coma un todo, Este

paso es de vital importancia hacia una solucién completa de la dspersion de luz por
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multiples esferas. Si por jemplo, se hace comdn el sistema de coordenadas primano &

ésimo, la expansion drica del campo dispersado tiene Ia forma

£ =F"=%" ik [at NO(o! 00 0 b MP (o 000')]  @527)
o, =2 S5 [N 00 a Ml 8] 2528)
Ll

Existe una refacion simple entre los coeficientas de dispersion total y parciales para
el campo lejano, la cual implica solamente un téemino de fase Esto se debe a que la
traslacién de armonicos esféricos entre sistemas desplazados tiene una forma asintotica

correcta, valida en la zona lejana, dada por las ecuaciones:

Mo 8 )= MY 5, 8,0) (2529)
N o 80! |z ™ N (0.0, p) (2.5.2.10)

donde &' = ¥ sind cos ¢ + ¥ sind sin @ +.7 cos8 De esta manera, los coeficientes de

dispersion total en la ecuacion 2.5.2.6 estan dados por:
RS Bl et o e S 8 (2.5.2.11)

Motar que, en este caso también, los valores de &) v b, dependen de las propiedades

del medio y del material que compone la esfera, las cuales a su ver dependen de w

Basados en expresiones analiticas para la matriz de amplitud de dispersion de un
agregado de particulas, han sido derivadas formulas riguresas para todas las otras
propiedades de dispersién del agregado. La seccion transversal de extincion total C,,, del
agregado esta dada por

Coxt = Thas Clay = l=1E o X Re(ph. gl + gl bl (25212
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donde €L, es la contribucién de fa Fésima componente, es decir, la seccion transversal de
extincion diferencial de la Fésima esfera. La seccidn transversal de dispersion total y

diferendial, Cl..; ¥ Clege, @5tan dadas por:
Cocat = by Chout = 2 2oy T P Refabiaalh +0600)  @52713)

La seccion transversal de absorcidn puede calcularse como C,,, = €, - €, de tadas

vt
maneras C,;,, puede también formularse explicitamente. Az, [as tres secciones transversales
pueden ser computadas independientemente. La diferencia entre los dos resultados
numeéncos de C,, puede servir como un test para la precisidn de la solucion numérica de
dispersién. Es importante destacar que la forma en gue se calculan las diferentes secciones
eficaces permite analizar la respuesta dptica individual de cada una de las esferas que
componen el agregado, Esta solucion ha sido implementada en un codigo Fortran para
caleular |a dispersion producida por un agregado de esferas homogéneas cuando
interacciona con una onda plana monocromatica y linealmente polarizada que se propaga
en un medio no absorbente y homogéneo, Cuando se emplea esta metodologia, al igual
que en ef caso de la esfera aislada, la propiedades del material son introducidas en el caloulo
mediante una tarjeta de entrada, la cual contiene los valores de |a parte real e imaginaria
de su constante dieléctrica para cada valor de w Un aspecto importante a tener en cuenta
cuande se emplean estas metodologias analiticas es l valor madmo de 7 hasta el cual se
extienden las sumatorias en las ecuaciones 1113, 1114, 25212 v 25213, 5 bien al tratarse
de soluciones analiticas los tiempos computacionales de calculo son ralativameanta cortos

{del orden de los minutoc), se encontrd que cuando 7 = 30 los resultados obtenidos

aleanzan una convergencia satisfactoria,
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2.5.3 Calculo de las Propiedades Opticas de Esferoides

El problema se resuelve en base a las descripciones planteadas en la Seccion 113
del Capitulo 1, utilizando las soluciones de la ecuacion de Laplace para esferoides en el limite
cuasielectrastatico y el enfoque MLWA. Esta modificacion poses una expresion similar a la

de la ecuacian 1.1.7 para M55

2.5.4 Efecto SERS en el Limite Cuasielectrostatico

En el limite cuasi electrostatico, se requiere calcular el wvalor de los campos
electromagnéticos absorbidos y dispersados por una NP metalica. Para ello, se emplea el
modelo de una esfera aislada situada en un medio dieléctrico £, que interacciona con un

campo electromagnético £, polarizado. El potencial fuera de |2 esfera esta dado por™:

Bapuera = —Eyrcos 8+ (FE) gy cosd (25.47)

El primer término se refiere al potencial lejos de | esfera, mientras gue el segundo
término es el potencial de dispersion de la esfera. A partir del gradiente del patencial =W

se obtiene el campo dispersado por la NP;

elalj—r

Eorus = (£5=8- ] - Eg(2 cos 8 + sin @) (254.2)

esta expresion es similar a la def campo inducido por un dipolo en el centro de una esfera,
es decir, el campo eléctrico induce wn dipolo eléctrico desplazando una pare de los
electrones maviles en una direccion, con una polarzabilidad & = a®y. Donde g esta dado

; — [ E)=4s
por; gl = m?-rl-rq} (£.5.43)

Se puede definir a un factor de incremento para el campo como el cociente entre ol

campo dispersadeo y el campo incidente para 8 = 90%
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(o) = 2 g(aw) (2544

B/ (o+d)?
donde &'es la distancia de la molécula a la superficie matalica. La magnitud obsenvable en

espectroscopia es el Betor de incremento (T(w)) de |a intensidad, definido coma

2
Flw) = {5311} (2.5.4.5)
Debide a que en el procese Raman intervienen dos fotones de diferente frecuencia,
el factor de incrernento por campo electromagnetico (EFEF - electromagnetic field

enhancement factor] en |a espectroscopia SERS esta dado por la siguiente expresion®;

z 2
u a 12
EFEF = ')l o) = (|Eij {m]) (|F£D| (.:.r}) = lg(w)Flg(e)? (%) {2.5.4.6)
donde w y w' representan la frecuencia de la radiacion incidente y la frecuencia de Stokes,

respectivamente,

2.5.5 Modelado Molecular

La optimizacion geometrias y caloulo de espectro Raman para la asignacion de
modos normales de vibracion de las sondas SERS se evalug utilizande la feona de funcional
e densidad (DFT). En este caso, se utilizo el funcional B3LYP, empleando el conjunto de
bases 6-311G++(d,p) Todos los calculos a nivel DFT fueron realizados utilizando el

programa GAUSSIAN 09 R

26  SINTESIS DE NANOESTRUCTURAS

En este punto es conveniente diferenciar los terminos NPs y NEs. El termino NPs
hace referencia a las particulas metalicas de diterentes morfologias sintetizadas (M5s o MRz),
y el terming MEs hace referencia a las NPs luego de ser funcionalizadas o a la aglomeracidn

de las mismas dando lugar a estructuras controladas [dimeros) v a aglomerados
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descontrolados, Para la funcionalizacion de las NPs se emplearon diferentes moléculas
{biotina-HPDP, estreptaviding, cisteamina, cucurbit[6lurile, polietilenglicol v factor de
erecimiento epidérmico), en base a las cuales se obtuvieron distintas NEs, cuyo protocolo

de sintesis y funcionalizacion se detalla en las secciones subsiguientes

2.6.1 Sintesis de Nanoparticulas

La sintesis de M5s de oro y plata fue realizada mediante el método de Turkevich {Ver
Seccion 1.3.1). Las Au M55 se generan anadendo una alicuota de una solucon de citrato de
sodio 0,01 M a 50 ml de una solucion de acido dorearuies (HAUCL) 0.2 mM en ebullicidn
y agitacion rapida por 30 minutes. Modificando La relacion Au/citrato se puede modificar al
didmetro de las Au N5s. Las Ag N5s fueron sintetizadas por una metodologia similar
utilizando una relacion Ag/citrato 1:1. La caracterizacion marfologica de las MNSs sintetizadas
se efectud combinando espectrofotometria UV -vis, TEM, alspersidn de fue dindmica (DLS),
¥ modelado electrodinamico utilizando la teoria de Mie. Los resultados globales despues
de combinar todas estas diferentes técnicas v modelados indican que los diametros
promedic de las Au NS5s sintetizadas fue de 90 nm, 76 nm y 36 nm con concentraciones de
4360007 NSs/om (7,24x10° M), B,0W10% NSs/em? (1,33x10° M) v 132510 NSs/em® (2, 44x10
M), respectivamente. En el caso de las Ag N5s el diametro promedio fue de 56 nm y 60nm
una concentracion de 6,14x10" NSsfom® (1L02x10" M) y 4.57x10" NSs/em?® (7,507 M),
respectivamente. Las concentraciones son calculadas utilizando los valores de los maximos
en los espectros de extincion v los calculos de la tearia de Mie de la seccion eficaz de
extincion  para particulas esféricas del diametro correspondiente a cada  sintesss
[determinado por TEM). La Figura 2.6.1.1 muestra kos espectros de extincidn experimentales,
irmagenes TEM representativas, histogramas de DL5 y el modelado electrodinamico para las

diferentes sintesis de NSs.
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La sintesis de NRs de oro fue realizada mediante la técnica de crecimiento mediada
par semillas (Ver Seccidn 13.7), con modificadones descriptas por Vigderman y
colaboradores ™ En esta técnica, €l primer paso es la generacion de NPs pequedias utilizando
un agente reductor fuerte como el borohidruro de sodio. En un Segunda pase, las semillas
son adicionadas a una solucion metasstable de crecimiento que contiene el precursor
metalico y un agente reductar débil, segun se detalia a continuacion: 1) Sintesis de Semillas:
460 pL de una solucion recién preparada de borohidruro de sodio 007 M disuelta en
hidrénado de sodio 0,01 M son adicionados a una solucion de HAUC!, (10 mL, 0,5 mM)
contenienda CTAB 0,1 M bajo agitacion rapida, dandao lugar a un cambia de coloracion de
verde musgo a marron clara. 2) Sintesis representativa de Au MNRs: 70 pL de una salucidn
de nitrato de plata 01 M son adicionados a una solucidn de HAWCH, 10 mL, 0.5 mi)
conteniendo CTAB 0.1 M, seguido de la adicion de 500 pl de una solucion acuosa de
hidroguinona 0.1 M, y la mezcla resultante es agitada a mano hasta gue se vuele incolora,
Finalmente, 160 plL de la solucion de semillas previamente sintetizadas son adicionados a la
solucian de crecimaento y se agita vigorosamente, luego se deja reposar toda la noche. Las
Au MRs de diferertes relaciones de aspecto fueron sintetizadas vanando las cantidades de
nitrato de plata y de semillas adicionadas al bano de crecimiento. L2 Figura 2.6.1.2 muestra
los espectros de extincion experimentales, imagenes de microscopia SEM representativas,

y graficos de los parametros morfologicos determinados por SEM.
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analisis estadistico de ka relacidn de aspecto promedio utilizands las imagenes SER

2.6.2 Sintesis de Manoagregados de Oro v de Plata

La sintesis de aglomerados descontrolados de N3s de oro y de plata se realizd
tuncionalizando las M58 con una biotina {vitamina B7} modificada con un grupo tiol en su
extremo  terminal: EZ-Link Biotin-HPDP (M-[6-(Biotinamido)hexyl]-3 -{2 -pyridyldithio)

propionamide). £l procedimiento que permite generar aglomerados compactos de N5s
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consiste en incubar 30 ml de la dispersion coloidal de NS5 en presencia de EZ-Link Biotin-

HFDF (relacion molar N3s/biotinag 1.1} a temperatura ambiente.

2.63 Sintesis de Dimeros de NSs de Oro y de Plata Utilizando Biotina-
Estreptavidina
El procedimiento que permite generar dimeros de MSs consiste en incubar 30 mL

de |z dispersicn coloidal de Nas en presencia de E2Z2-Link Beoten-HPDP v estreciawiding (5TV)

irefacion molar NSs/biotina/5TV 1:1:0,5) por 3 horas a temperatura ambiente.

2.6.4 Sintesis de Dimeros de NSs de Oro Utilizandeo Cucurbiturilo &

El procedimiento gue permite generar dimeros de N3s de aro consiste en incubar,
por 2 horas a temperatura ambiente, la dispersion colaidal simultaneamente con cisfeaming
[Cys) (primer producto de degradacon del aminoacido cisteina) ¥ acido ascdrbico (vitamina
). Este dltimo actda como agente reductor rompiendo los puentes disulfuro gue puedan
formarse entre las moleculas de Cys. La cantidad de Cys utilizada es suficiente para
garantizar una completa funcionalizacion superficial de Las N3s (concentracion de Cys =
W10 M), Las NSs funcionalizadas con Cps (Cys/NSs) fueron lavadas por centrifugacion
[2268 rcf, 10 min) y resuspendidas en agua Milli C. Para la generacion de las estructuras
dimericas se incubaron 30 mL de la dispersion de Cys/M5s con cucwrbvitundo & (CB[G])

(relacion molar entre Cys/NSs y CBI&] 2-1) por 30 minutos a temperatura ambiente.
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2.6.5 Sintesis de NEs de N5s de Plata con Biotina-Estreptavidina

El procedimiento que permite generar NEs de plata consiste en incubar 30 mL de la
dispersion coloidal de MSs de plata en presenda de EZ-Link Biotin-HPDP vy estreptavidina

[STV) {relacion molar NSs/biotina/STV 1.1} por 1 hora a temperatura ambiente.

2.6.6 Sintesis de MEs de N5Ss de Oro con Biotina-Estreptavidina

El procedimiento que permite generar NEs de oro consiste en incubar 1 ml de la
dispersion coloidal de N5s de oro en presencia de EZ-Link Biotin-HPDP y estreplaviding
conugada con Alexa fuor 488 (STV 4 (relacion molar NSs/biotina/STV g 111 por 12
horas a temperatura ambiente. La cantidad de complejo biotina-5TV 5, o5 suficientemente
para garantizar |a completa fundionalizacion superficial de las N3s, Las NSs funcionalizadas
can biotina-5TV . fueron lavadas por centrifugacion (4.500 rpm, 10 min) y resuspendidas

en agua Milli .

2.6.7 Sintesis de MEs de NRs de Oro por PEGilacion y Union Covalente de EGF

El procedimiento que permite generar MRs funcionalizados con el péptido factor de
crecimiento epidérmivo (EGF o epidermal growth factor) consiste en adicionar 2,5 ul de
soluciones 10 nM de pofetifenegiicad (PEG) gue seran llamadas de agui en adelante PEGT
(HS-{CH2)-(CH,0%-CO0H) vy PEGZ (HS-CHCH,-(CHO)r=My) @ 1 mL de los NRs
(concentracion = 100 pM), en presencia ge Tween 20 3% v/v. e incubarlos bajo agitacion
suave por 24 horas a temperatura ambiente, Los NRs funcionalizados con PEG (PEGilacion)
fueron lavados por centrifugacion dos veces {9,000 - 15,000 rpm, 15 min - 40 min en funcion

de las dimensiones del NR) y resuspendides en agua Milli Q. Luego se afaden 2 pl de una
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solucién de ester de propargile PEG-NHS en DMSO (100 mg mL™") a 100 pl de una sobucon

de EGF en 1X FBS, pH 7.4, v se incuba a 4 *C por & horas, Esta mezcla es dializada frente a

0,5% PBS por 72 horas. Por ultimo, 10 gl de propargiloPEG-EGF (concentracidn 10 nM) son

incubados por 24 horas a 4 °C con 1 ml de kos NRs PEGilados en presencia CudO, 100 pM

{catalizador de la reaccion de cicloadicion). Las particulas nanoconjugadas con EGF se lavan

dos veces por centrifugacion (9,000 - 15,000 rpm, 15 min - 40 min en funcion de las

dimensiones del MR) con agua Milli Q. Luego del lavado final, las particulas nanoconjugadas

con EGF son resuspendidas en 1 mlL de DMEM

2.7
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SERS

HECOFNOLIMIENTO
MOLECULAR

LSPR ﬁ‘ ‘

1

PARTE 2 Disefio de Nanosensores Opticos

LIn sensor es un dispositivo que comprende un
sistema de reconocimiento disefiado para unirse a

" ; = - fiei
Capitulo 3 una molécula especifica v un transductor flsico que
puede traducir la interaccidn en una sefal

Electo el Tamano del Clusier i

Polanization y Ia Neturaless del cuantificable. El progreso reciente en transductores
Metal en la Respuests SERS de dpticos  altamente censibles combinados con la

Nanoagregados Flasmanicos especificidad, afinidad ¥ la versatilidad de las

interacoiones biomoleculares y macromoleculares ha

Canitulo 4 impulsada el desarrollo de una amplia variedad de
: nanosensores gpticos con aplicaciones en diversos
Ganaracidn de “Nanogaps™
e B campos, incluyendo el diagndstico clinico. Debido su

Diménicas de Aty Agc Aplicacion gran sensipilidad, hay un gran interés en [a

en SERS actualidad en el desarrclle de sensores Opticos

basados en las L5FR. Como se  describio
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anteriormente, las LSPR son un fenomeno generado
por oscilaciones colectivas de los electrones de la
banda de conduccion en MEs metalicas, en un medic
dieléctrico, al ser iradiadas a una frecuencia
especifica. Las frecuencias de las LSPR son muy
sensibles a factores como: la naturaleza del metal, l2
morfalogia de las NPs gue conforman la NE, o
entorno dieléctrico, la distancia interparticula, etc.
Debido a la gran variedad de factores que modifican
las propiedades dpticas de una ME, el disefio de un
nanosensor especifico batado en espectroscopia
LSPR requiere de un conacimiento de estas variables
a fin de poder asocar un cambio espectral con la
deteccion de un analito ya sea tanto por efectos en

el campo cercano come en el campo lgjano
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CAPITULO 3 Efecto del Tamano del Cluster, la
Polarizacion y la Naturaleza del
Metal en la Respuesta SERS de

Nanoagregados Plasmonicos

CR INTRODUCCION

Como se menciond en los capitulos anteriores, comprender los factores que
controlan el grado de incremento de los campos confinados alrededor de MNPs y
nancagregados al ser iradiados €5 un topico de gran interés actual, principalmente en el
desarrolio de nanosensores. Esto se debe a gue es el principal mecanismo asociado a las
espectroscopias incrementadas como SERS, TERS SEF' etc En particular, los grandes
factores de mncremento que se obtienen en SERS ha permitido desarrollar plataformas

plasménicas que posibilitan la deteccion de apenas pocas moléculas o moléculas unicas.
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Los sustratos utilizados para SERS, Inicialmente electrodos de plata rugosos, han
evolucionado desde films metalicos depositados, nanoagregados descontrolados de NPs,™
¥ a el disefio NEs complejas™™ y, mas recientemente hasta MPs unicas. ™™

SERS s un fenameno plasmonico que depende de las propiedades épticas de NPs
metalicas y que estd asociado a la osglacion colectiva de los electrones de la banda de
conduccion del metal lo que antercrmente lamamos resonancias LSFR. La excitacion
colectiva cerca de la frecuencia de resonancia plasmonica induce un campo electrico
incrementado alrededor de la NP metalica con una distnbucion espacial que depende, para
una determinada NEs, de su geometria, su orientacion con respecta a la radiacion incidente,
la longitud de onda de |a radiscion incidente, y del entorno dieléctrico. A su vez, la
frecuencia de resonancia de la LSPR también puede ser modificada en funcidn de
parametros geométricos, como el tamanio,” la forma, ™ la cara eristaling, ™ v la rugosidad
superficial de la NP,* y la distancia interparticula con las NPs que conforman la NE =

Como se discutic en capitulos anteriores, es ampliamente aceptado que la mayos
contribucion a las sefiales SERS proviene del incremento electromagnétioo causado por las
excitaciones LSPR. El otro mecanismo mencionado como posible responsable del efecto
SERS es el mecanismo quimico, pero se ha demostrado que este produce pequefas
contribuciones en comparacion con el incremento electromagnético.” Mas aun, e conoce
que el campo electromagnetico alrededor de los nancagregados y NEs de NPs metalicas
a5 amplificado de una meanera no uniforme como consecuencia del acoplamiento
plasmonico, Este acoplamiento da lugar a los lamados hof spofs que se generan en los
gapsentre las NPs " Las fuertes interacciones plasmanicas en estos nanoagregados y MEs
son las gue hacen posibles muchas aplicaciones, incluyendo nano-biosensores SERS, v hasta

la posibilidad de fabricar guias de onda con NPs.*
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5 been hay evidencia de que particulas con puntas y segmentos agudos pueden
generar grandes incrementos de campo, |a mavoria de los reportes sobre los mayores
incrementos de las sefiales SERS se han lagrade con nanoagregados de NPs o clusters ™
Los calculos de las intensidades de campo en |3 reqidn de acoplamienta entre NPs
adyacentes revelan que los campos entre las particulas son muchos érdenes de magnitud
mayores que los campos en |2 superficie de las NPs individuales. Sin embargo, aungue los
gapgs juegan un papel clave en las propiedades de incremento de campo de clusfers de NP,
la contribucion electromagnética para SERS en este tipo particular de nanoestructuras es
un tema que no habia sido investigado en detalle.

La actividad SERS observada en nanoagregados de MPs es a menudo racionalizada
considerando solamente la interaccién de dos MPs vecinas (modelo de dimernas). Sin
embarga, un modelo mas preciso surge de considerar |a intéraccidn de las LSPR de todas
las particulas que conforman el cluster (modelo de muchas particulas), ™ Este hecho centro
nuestra atencion en la validez de la aplicacion de un modelo de dimeros para correlacionar
el comportamiento SERS experimental de nancagregados NPs,

Como se discutia en la seccion 2.5.4, el incrementa electromagnético SERS tedrico
esperado para corrimientos Raman pequenos puede aproximarse coma la cuarta potencia
del incrementa de campo, mientras que para cormmientos significativos y para resultados
mas precsos el incremento electromagniédtica SERS se debe calcular como el producto del
cuadrado del incremento de campo a la frecuencia incidente y el cuadrado del incremento
de campo a la frecuencia de dispersién ¢ Stokes.” Considerando que frente a la exditacion
optica de las LSPR de NPs y MEs metalicas el maximo incremento de campo s produce a
menores energias gue el maximo de extincidn en los espectros de campo lejano, ™ es crucial

para el disefo racional de sustratos SERS evaluar |a variacidn del maximo incremento de
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campo para un longitud de cnda incidente particular en funcion del numero de NPs que
conforman el nanoagregadao.

A pesar de que hay un gran ndmero de trabajos en bibliografia que estudian los
factores responsables del efecto SERS en WEs dimericas, ™" %% hav muy pocos estudios
tedricos avocados a investigar las propiedades dpticas de nanoagregados plasmdnicos en
funcidn del tamafo del chuster de NPs, v sdlo se conocen algunos estudios con agregados
depositados o generados en sustrato sélido en donde la interaccion con el sustrato modifica
las propledades opticas. ™" En un trabajo previo, Taylor y colaboradores estudiaron la
respuesta SERS de nanoagregados de Au NSs en dispersion coloidal desde el punto de vista
experimental® Sin embargo, todavia faltan estudios mas detallados focalizados en
correlacionar la evolucion de las sefales Raman experimentales a medida que crece el
nancagregado con las simulaciones tedricas.

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en cuanto al estudio de la
magnitud de las sefiales SERS en funcidn del tamafo del cluster para nancagregadas de
M5s de plata y de oro. En particular, se investigs la evolucidn de las sefales SERS durante
la agregacidn inducida por moléculas de biotina {vitamina BY) en dispersiones coloidales de
M5s de plata de 56 nm de didmetro y N5s de oro de 90 nm de didmetro (Ver Figura 2 611}
& su ver, se corelaciond el facror de cremento analitico (AEF" con el factor de
incremento tedrico en funcidn del tamafio del clustera una longitud de onda de excitacion
constante (488 nm para los experimentos Ag vy 633 nm para los experimentos de Au). Estas
longitedes de onda fueron escogidas debido a que, como se mostrara mas adelante, en
este rango de longitudes de onda e encuentra una tendencia regular del incrementa
electromagnético con el tamano del olster (3 estas longitudes de onda el incrementa
predicho por la teoria electrodinamica decae rapidamente con el incremento del ndmera

de N5s en el cluster hasta llegar a un valor asintatico casi constante), Esto es importante
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debido a gue una vez alcanzado un valor critico de N5s en el nancagregade, la contribucidn
electromagnética al incremento SERS es practicarmente constante, por lo tanto no es
necesanc un estudio detallado de la distribucidn de cflusfers con el fin de evaluar esta
contnibucion al efecto SERS,

La generacian de los nanoagregados se realizo funcionalizando M5s de Ag v de Au
por la adician de biotina en relaciones molares biotina/M3s 1.1 (Ver Seccion 2.6.2), la cual se
une a la superficie metalica por guimisorcion. Utilizando este procedimiento se obtiene en
promedio una sola molécula de bioting por NS, y es la interaccion de los grupos activos
entre las moléculas de biotina de las NSs lo gue provoca la formacion de nanoagregados
compactos a través de puentes hidrogeno entre las biotinas, generando un gap
interparticula de 5 nm (Ver Esquema 3.1 A)

La vanacion de la sefal SERS durante el proceso de agregacion fue racionalizado
tegricamente seleccionando configuracion de custers compactos de Nas con una distancia
interparticula de 5 nm. Para estimar el rol de la configuracian del cfusteren los factores de
incrermento de campo cercano también se caloulc el incremento de campo promediado en
diferentes angulos para diferentes longitudes de onda de excitacion para clusters con
ndmero creciente de N3s (2, 3, 7, 19, 37 y 61 NSs), para cormrelacionar la respuesta SERS
experimental (Ver Esguema 3.1 B). Las configuraciones seleccionadas fueron escogidas en
base a un analisis de las imagenes TEM, como se muestra mas adelante. Los resultados
muestran que el incremento promediado decrece a medida que aumenta el numera de N5s
gue conforman el clster hasta llegar a un valor asintdtico casi constante, tanto para Ag

Como para Au,
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Esquema 1.1. Eiquema de sintesis y de simulacianes tedocns gue ruestra b estrateaia de fenclonahzackén para
gensrar nanoagregados compactos de MSs y lod diferéntes checfers considerados para las smulaciones tedeicas. 4)
ensamblade de NS luncionalizadas alrmelricaments parg Genefads esinsciweas No Coniadas con una. distanisa
imtergarticula de 5 nm, utlizands relaciones molanes bEotina M5 171, La distanca sberparticula fie estimada utilzando
calcudos cudnteos. B) Conliguraciones de cusra salacinados para l&s umulaciones de campo lejano v campa
cercano. Todos |65 gmess entre las paricules fusran fjados en uma distanca de 5 nm

Finalmente, se compard el AEF para nanoagregados grandes con ef factor de
incremanto tednco promediado en funcidn de los dngulos de la radiacion incidente para el
clusterde 61 NSs. También se analizo el efecto de pequeiias variationes en la geometria del

cluster (presencia de vacancias en la estructura y vanaciones del gap interparticula) en el
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calculo del incremento promediade angularmente, asi come |a variacidn de la distribucidn
de campo cercano en funcidn del factor de incremento. Se encontrd que el incremento
SERS dado por las simulaciones tedricas es de un factor 10-100 mas pequeno que lo que se
obtiene experimentalmente para las sefiales de la biotina en nancagregados grandes
[cuando se llega &l imite asintotico en la respuesta SERS experimental). Este resultado
puede deberse a una contribucion del incremento quimico. Por el contrano, el incremento
SERS gue predicen las simulaciones tedricas se comrelaciona de manera excelente con los
incremertos SERS experimentales al afiadir colorantes orgdnicos (Cumarina 440 y
Rodamina 6G) a la dispersidn coloidal una vez gue se formaron los olusters grandes,
demostrando que el incremento electromagnético es capaz de explicar las observaciones

experimentales,

3.2  RESULTADOS Y DISCUSION

3.2.1 Caracterizacion de Campo Lejano y Morfologica de los Nanoagregados

Comencemos analzando el comportamiento optica de |os nanoagregados de
empaguetamiento compacto de N5s con una distancia interparticula controlada generados
usando moléculas de bioting como agente enlazante (dnked. La Figura 3.2.1.1 muestra la
evolucion espectral de |3 extincion de las dispersiones coloidales luego de la adicidn de
bioting {concentracien final de biotina 7E«10® M y 7.2¢10"% M para Ag y Ay,
respactivamente). La caracteristica mas importante a ser observada es |3 aparicion de una
segunda banda en longitudes de onda mayeres gue se desplaza gradualmente hacia & rojo
y se ensancha a medida que transcurre el tempe, Esta nueva banda en el espectro de
gxtincion que sufre un comrimiento importante a longitudes de onda mayores se
denaminara en lo sucesivo come "modo colectivo del agregado”, va que el desplazamiento

hacia el rojo denata claramente la agregacién de las NPs.”
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Figura 3.2 1.1 Caracterizacidn morloligica y dptaa de los nancagregados de ML La Figura muestra s evalucion de
ke pipeciros de estincitn & ditererles tiempos durante &l proceso de agregaciom (Columna Lequlerdal ¥ bkes
histogramas de S & imagenss TEM represerativas (Columna Derecha)l para nanospregadas de A) &g M5 de 56
nm de dlereirg y de By Au M58 de 50 nmode dismetro. La Mecha a longiudes de onde Cortas en log egpectnog e
extirncidn irdica & decaimierta e la irtenssdad de ectinedn de la LSPR de |os mendmends, misntras oue la lacha a
kngitudes de orda rmayores ndice el corrimiento bacia @l roje del madoe colectva del agregada. La magen TER
represeniative de os narcegregados compactos v s hstogramas de DLS fueron tomsdos lusgo de 1 hora para =l
cagn de g v lueqo de 2 oras para el cass da A Let lineas verdes verticales en los hEpsgramas de DLS indcan &
ramadio promedio d&l agregads

La formacion de los nanoagregados compactos luego de 1 hora de reaccion de la
biotina con las Ag NS5 v luego de 2 horas con las Au N5s, fue confirmada por TEM v por
los experimentos de DLS. Los resultados de DLS indican |a formacion de agregados de Ag
MNSs con un tamafio promedio de 712 nm (Ver histograma de DLS en la columna derecha
de la Figura 3.217 A). La imagen TEM muestra que los nanoagregados poseen una

estructura del tipo empagquetamiento compacto, y que a su vez puede considerarse a estos
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agregados como formados por clusters semiesféricos mas pequefios. Para el caso de los
nanpagregados de Au N5s, los resultados de DLS (histograma en ka columna derecha de ia
Figura 3.2.11 B} indican gue el tamafo promedio es de 1067 nm, mientras que la imagen
TEM muestra gue estos nanoagregados también poseen una estructura del tipo
empaguetamiento compacto formada por clesters esféricos més pequefios. Un andlisis mas
detallado de las imagenes TEM permite considerar a los nanoagregados como |a
superposicion de clusters de estructura regular mas peguefios, indicados con circulos de
colores en la Figura 3.2.1.2 A, La idealizacion de estas estructuras regulares se muestra en la
Figura 3212 B. Como se discutira mas adelante, esta aproximacion de dividir a los
nanoagregados en estructuras mas pequefas permite explicar con una gran precisidn la

respuesta optica del sistema.

A

Flgura 3.2.1.2 Modelado slectrodndmica de los clusters compactos generados axperimentalmente. A magen TEM
represertated de bos nanosgregados compactos de Au MNSs de 850 nm de didmetro. Los croules de colores
represeritan difereres confguracones regulares de ousters mds peguefos B Estruciuras de  olerers de
EmpaquelarEmo compachh selectnnbdod gara 1as simulatones computacionaies.
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La distancia interparticula fue estimada mediante el analsis de la estructura de las
moléculas que conforman el gapo (teniendo en cuenta la interaccion de las dos cadenas de
biating), asi también como por clculos cudnticos de estructura electronica que permiten
obtener las estructuras optimizadas de los fragmentos de biotina que estan involucrados
en el proceso de agregacion, el cual extendide posee una longitud de 2.4 nm. Teniendo en
cuenta que la distancia promedio de las interacciones puente hidrogeno es del orden de
€3 nm, la longitud total del gap puede estimarse en 5 nm {limite superior). Esta distancia
no pudo ser determinada por las imagenes TEM convencionales de esta tesis, Esto puede
deberse a que las imagenes se solapan en al plano proyectado debido a la naturaleza
facetada de las NPs." o a las modificaciones de las distancias interparticula que se generan

en el vacio utilizado en los equipos para tomar las imagenes ™

322 Caracterizacion de Campo Lejano y Campo Cercano de los Clusters

Compactos

Como se discutid anteriormente, las moléculas de biotina generan una
aglomeracion con una distancia interparticula de 5 nm entre las NSs. En esta seccidn se
analizara, por medio de calculos electredindmicos rigurosos utiizando la teorfa de GMM, las
tendencias en las propiedades épticas de campo cercano y campo lejano a medida gue
aumenta el nimero de esferas en chusters compactos de Ag y de Au En particular, vamos a
examinar la variacion de los espectros de extincidn y la distribucion del campo cercano con
el tamano del cluster con el fin de racionalizar |a respuesta SERS de los nanoagregados de
NSs biotiniladas de Ag y de Au. Consideremos primero las simulaciones realizadas en
solucien acuosa (constante dieléctrica = 1,77} con una polarizacsdn Incidente alegida de tal
manaera gue genere el maximo acoplamiento plasmanico entre las M5s (el campo eléctnco

oscila a lo largo del plano del glusted. El factor de incremento a una frecuencia particular
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T{w)) se define como el cuadrado de la relacgdn entre el campo incrementado (E) en ol

clustery el campo incidente [By): w) = |Efw)/Efw)l” (Ver Seccidn 2.5.4),

La Figura 3.2.21 A muestra la variacion de los espectros de extincion de los
nancagregados formados con Ag MNSs de 56 nim de didmetro en funcién del tamano del
cluster para |as geometrias representativas mostradas en la Figura 3.2.1.2 B. El espectro del
mondmero muestra el pico caracteristico para el modo LSPR dipolar de Ag NSs 3 427 nm,
&l cual se desplaza fuertemente hacia el rojo (de 427 a 985 nm) a medida que aumenta el
numera de NSs en el cluster. Otra caracteristica importante a ser observada es la aparicién
de bandas LSPR multipolares adicionales a medida que aumenta la complejidad del olster.
Como consecuencia de elio, el espectro experimental se ensancha y se desplaza hacia el
rojo @ medida gque aumenta el numero de NSs en el nanoagregado. Este comportamiento
esta de acuerdo con la evolucion espectral de las Ag NSs funcionalizadas con biotina
{biatiniladas) durante |la agregacion (Ver Figura 3.2.1.1 A), la cual muestra 13 aparicidn gradual
e modos de agregado en longitudes de onda mayores que aumentan su intensidad y se

ensanchan durante la agregacion,

La variacion del maximo de los valores de o) (dentro de los gaos en funcidén de
la longitud de onda incidente (lamado de agqui en mas maamum fald’ enhancment
spectaum MNFES) para las diferentes geometrias seleccionadas de clusters se muestra en
la Figura 3.2.21 B. Es importante remarcar que, a una distancia interparticula constante, el
maximo incremeanta de campo cercano se logra con las estructuras dimericas. El aumento
del ndmero de NSs en el alustar produce un corrimiento hacia el rojo v un ensanchamiento
del MMFES, la misma tendencia que se observa en el espectro de extincidn. A su vez, el
MMFES se encuentra siempre corrido hacia el rojo con respecto al espectro de extincion,
fendmeno gue puede ser explicado en funcidn de la amortiguacion intrinseca y el

decaimiento radiativo.™ EI MNFES muestra un cornmients de aproximadamente 50 nm en
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su valor maximo al aumentar el numero de N3s hasta el clsferde 7 NSs que no presenta
corrfimientos con respecto al timero, pero si mueestra una disminucidn en la intensidad. Los
clusters de mayor tamafo (Clusfers de 19, 37 y 61 NSs) muestran un corimiento de
aproximadamente B0 nm en su valor maximo a medida que aumenta el ndmero de MN5s
Estas caractenisticas, junto con las observadas para los clusfers de Au NSs tignen importantes
implicancias en experimentos en donde el sustrato SERS s un agregado de NPs, debido a
que el valor de incremento maximo se logra a diferentes longitudes de onda en funcidn del

numerg de MSs en el olester
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Figura 3.2.2.1 Caratierizacion opthca de campo lejard y Campe defcano de osnars de Ag MNEE A) Srmalaciones de la
ehcemndia de it | Gl Bl sinridaaomas del espaciro do mdeima Incrermano de camps cercars (MMFEST (T w
= RN EAR R v, ¥ ) distiiBuciin @spacial del campd eldctndg mcrementass o 458 nm para cusiess oe A N de

56 nrm de didmetro con diferente admero de MN5g -1
La Figura 3.2.21 C muestra [a distribucidn espacial del cuadrado del incremento de

campo a 488 nm (longitud de onda de irradiacion utilizada en los experiment  para las
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configuraciones seleccionadas de clusiers de Ag N5s, con radiacidn incidente con una
polarizacion perpendicular al plano del cluster y con el campo eléctrico polanzado en la
direccidn a lo largo del eje interparticula del dimero. Tener en cuenta que la distribucion
e<pacial del incremento de campo es simétrica con respecto al gje del dustery que los Aor

spots estan situados en los bordes superior e inferior para los clsters de gran tamafio.

Los caloulos realizados con Au NSs de 90 nm de didmetro utilizando las mismas
configuraciones de clusters seleccionados previamente muestran un comportamiento
similar al observado para los clusters de Ag NSs (un espectro de extincian complejo gue se
ensancha y decae en intensidad a medida gue el cfvster aumenta su tamano) (Figura 3.2.2.2
A). El espectro del mondmera muestra un solo pico a 562 nm, mientras que para ostars
mas grandes (olshers de 7 a 19 NSs) los espectros muestran claramente desplazamientos
hacia al rojo con un numero creciente de picos debido al acoplamiento plasmonico que da
lugar a varias resonancias en el rango de 668 a 1067 nm. Los MNFES para clusters de Au
M5s (Ver Figura 3.2.2.2 B) tienen una diferencia significativa con respecto a los clusters de
Ag NS5, para el caso el ore hay un desplazamiento hacia el rojo en el maximo valor de
incremento de casi 100 nm del dimero al trimero, v s6lo un cambio de 50 nm del dimero al
cluster de 7 NSs. El desplazamiento hacia el rojo para el cluster de 7 NSs y los clusters
grandes es de alrededor de 180 nm, considerando la banda a mayores longitudes de onda.
Esta banda no puede ser cbservada en el caso del olsster de 61 NSs ya gue esta fuera del
rangao graficadao, La principal diferencia entre los incrementos de campo generados en
clusters de Ag y de Au es gue, a pesar de gue las Ag N5s son casi la mitad de tamafio, la
configuracion mas pequena (dimero) da lugar a incrementos un poco mas grandes para Ag
que para Au. Hay que tener en cuenta que en el caso de los alusters de A, a una distancia
interparticula constante, el inCrémento de campo cercano mas grande se consigue para el

cluster de 37 NSs a B22 nm, mientras que para los clusfers de Ag se consigue el maximo
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incremento de campo para dimeros a 517 nm (Ver Figura 3221 B v 1a Figura 3222 B,
respectivamente), Motar, que el valor del maximo incremento en el caso del cluster de 37
M55 de Au es muy cercano al makimo incremento del dimero, siendo mucho mas sencillo

desde el punto de vista sintético tratar de generar estructuras diméricas
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Figura 3.2 2.2 Casacterizacion optica de campo lejano ¥ campo cercanda de ofsters de Au N34, A) Simebaciones de
s eliencia de ediccion [Qaed, Bl ssmwlaciones del sspeoiro oo masims increments de (empo oeicano WMNFES)
s = [V ELN vl v O distnbudion adpaaal del campd alecinco indrementads 8 488 mem pars oustary de Sl
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La distnbucion espacial del cuadrada del incremento de campa a 633 nm (kongitud
de onda de irradiacidn usada en los expenmentas) para olusfers de Au NSs seleccionados
se muestra en la Figura 3.2.2 2 C_El patrdn de distribuckon de los Aot spars para los cfusters
grandes 5 muy similar para el Au vy la Ag al comparar clusters con el mismo numers de

M55 pese a ser irradiados a dos longitudes de onda de excitacion diferentes. Estos caloulos
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indican que para estas longitudes de onda y para glusters grandes se pueden excitar en
forma preferencial certas regiones espaciales de maximo incremento. Otra caracteristica
que se observe con respecto a la distribucién de campo cercano es que kos gaps con mayor
incremento se encuentran principalmente en las zonas externas de los clusfers (de acuerdo
con la direccion de polarizacion utilizada)

De la comparacion de los espectros de extincon simulagos para los clusters de Ag
v de Au (Ver Figuras 3.2.21 Ay 3.2.2.2 A} con los respectivos MNFES (Ver Figuras 32218y
3222 B) se pueden obtener las siguientes conclusiones. En primer lugar, la posicion de los
picos de los MNFES se encuentra cornda con respecto a la de los picos del espectro de
extincion, en concordancia con estudios tedricos previos.® En segundo lugar, la forma
global del espectro de extincion no sigue la forma de los MMNFES. En general, los MNFES en
su conjunto se desplazan hacia el rojo con respecto a los espectros de extingdn, e decir,
el rango de longitudes de onda donde se obtiene un incremento significativo esta
desplazado varios nandmetros con respecto a los espectros de extincion. Esto indica que
no es correcto asumir que el maximo incremento de campo cercano se encuentra en la
posicidn del maximo de los espectros de extincién, a pesar de que muchos trabajos en
bibliografia no remarcan esta diferencia.

La magnitud de incremento de campo para NPs individuales, que involucra un sole
modo LSPR, podria racienalizarse en términos de [a amortiguacidn intrinseca que depende
de |la parte imaginana de la constante dieléctrica del metal y la amortiguacion extrinseca
que es proporcional a la polanizabilidad de la NP, la cual aumenta con el radio de la NS
Para los clusters la situacion es mas compleja, ya que hay varios factores que pueden
producir interferencias de los modos de plasmonicos multipolares gue estan invelucrados,
y también interacciones de tipo Fano (interferencia entre un estado discreto y un continuo

de estados) que vuelven al andhsis muy complejo. También existe una relacidn entre la
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amortiguacion intrinseca (que aumenta con la magnitud de la parte imaginana de la
constante dieléctrica) y el decaimiento radiativo extrinseco {gue aumenta con el tamaro del
cluster para una distancia interparticula constante) en la determinacion de la magnitud del
incremento de campo. Cuanto mayor sea la amortiguacion tanto intrinseca como

extrinseca, sera mas pequefa la magnitud del incremento de campo.

La variacion del maximo iw) a una longitud de onda constante en funcion dei
tamafo del ciluster para nanoagregados de Ag y de Au muestra diferentes tendencias
dependiendo de |a longitud de onda de excitacion (Ver Figura 3.2.2.3). Por este motivo, con
el fin de poder comparar |a tearia con los experimentos, se seleccionaron dos longitudes
de onda de excitacion (A = 488 nm y ) = £33 nm para los experimentos de Ag v de Au,
respectivamente). A estas longitudes de onda la vanacion del maxime incremento de campo
con el tamafio del clister sigue la misma tendencia para los dos metales. En ese sentido,
después de un nimero critico de esferas, el maximo incremento de campo disminuye con
el tamafo del clester hasta que alcanza un valor casi constante, Como se discutic
anteriorments, existe una amortiguacion intrinseta {que solo esta determinada por la parte
imaginaria de |a constante dieléctrica del metal) a la longitud de onda de excitacion, Esta
amortiguacian intrinseca explica por que los clusters de Au tienen casi el mismo factor de
incremento que los de Ag: la parte imaginaria de |a constante dieléctrica def ora es sdlo
ligeramente mayar a 633 nm gue para Ag a 488 nm. Por otro lado, también hay efectos
extrinsecos gue tienan en cuenta el tamano: el mecanismo de decaimiento radiativo
aumenta con el volumen del cluster. La disminucian asintdtica del namera de Aot spots al
aurmentar o tarmano del clustertarmbién poses una explicacion electrodinamica; al aurmentar
el tamano de los agregados aumenta la cantidad de radiacion dispersada por el sisterna v

por lo tanto la energia disponible para crear Aot spofs disminuye. Esto significa gue para
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crear un nanosensor SERS Jo més efective serla utilizar clusters pequefios vy no
nancagregados descontrolados de gran tamafo. Sin embargo, como se ha sefalado
anteniormente, el hecho de que una vez que se alcanza el tamafio critico el incremento de
campo electromagnético es independiente del tamafio del cluster, simplifica de manera
considerable |a comparacion entre la teoria y experimentos, debido a gue el incremento

SERS electromagnético se vuelve independiente de la distribucion de tamafios de los

clusters.
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Figura 3.2.2.3 Mavimao indrémentos de campo cercano para chosfers de Ag MEs de 58 .nmoy de 2u MSs de 90 nm
Corngaracidn del ouadrada del mawme de ncremento de campo (M) e = (8 E ) iradiando a L &) 488 nm,
B) 5 nim ) TBS nm y 00 850 nm, en luncidn del rimerns de M5 gue cordorman el olyster Las lineas punteadas
500 guias. Los cusdrados azides repretentan & Ag M5 y los orculos rojos & Au M,

Habiendao analzado el comperamiento optico de campo cercano para clusfers de
Ag y de Au en funcion del tamafo a una sola polarizacion, v la distribucion del incremento
de campo cercano, es conveniente hacer una comparacion mas realista con los

experimentas analizando la variacidn del promedio angular de M) en funcion del tamafio
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del cluster Con este fin, sa calcularon diferentes promedios angudares de (< Mw) >}
dependientes del valor del dinde inferior del incremento [T Wtilizado en la siguiente
integral:

< T(w) = [L 1 Goddi/ 17 di (3.2.2.1)

donde /corresponde al ~ecimo punto del cluster

A B

L'}
<[(635
.5 EEEEGE G

<A [458 nm)=

EEEEEER

Figura 3.2 2 4 Propedsdes doticas di cadrgun cercane de dusted de Ag Mas de 58 nm de diamedro y de clesfers de
Ay MEs de 90 nm de didmetro, Progiedades de clsrers de ag: A) Comparacidn del cuadrado del incremento de
carnge prodmedio (<488 nmize = <[ F488 nm) L4488 nm| =) considerandn a susver & promedio sobre diferentes
palarizacién de la radacdn mckdente y dderentes valores da incrementa campa manimo (1, L en Fancidn del nomero
= PS5 e el carrey: O) Chlculon de campo cercans de la distrbucién espacial del ircremento de campo a 488 nm
pafa el clerer de 67 M5 de Ag en funoedn del [, Propiedades de custers de Aa: Bl Comparacion del cuadrado del
mcraments de campa (<10533 nmi=e = <8533 rml/ES31 nrif =0l considerands & W ver &l proovedie dobre
ciferentes polarizackn de be radiaclan mcidente y diferentes valores de incremerts campo minima [0 en funcida
e rameio de WSs en el cusrer C) Caloulos de campo cercang de la distribucion espacial el incrémento de Carmpa
A 633 per para &l clustarde 51 M%s die Auen fancan dal 1,

En todas las integraciones, < M{w) >y fue calculado teniendo en cuenta el valor

promedio de IMNo) considerando 18 polarizaciones diferertes. La Figura 3.2.2.4 &y B muestra
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que < M{w) >y disminuye a medida que el ndmero de particulas en los clusters aumenta,
hasta llegar a un valor asintdtico constante, Este comportamiento es independiente del
valor inferior de I'_,, utilizado. Como es de esperar, a medida que aumenta el limite inferior
de integracion I'.,, &l valor de < M{w) > se vuelve mas grande para ambos metales,
independientemente del tamano del clusfer Mo obstante, como se desprende de los
patrones de distribucidn de campo cercano mastrados anteriormente, estas regiones de
maximo incremento de campo estan en peguenas zonas de la region total ocupada por e
cluster: La Figura 3.2.2.4 C y D muestra las regicnes de distribucién de incrementeo de campo
superiores a un determinadao valor minimeo. Para este caso, se nota claramente que las
regiones con T = 9 abarcan casi el 100 % de los gaps del clustery a medida que el valor T
aurnerta la regidn considerada se reduce considerablemente. De hecho, la region de
incremento Iz 400, a pesar de ser la que da lugar al mayor incremento de campo, abarca

solo el 1% de los gaps totales

3.2.3 Respuesta SERS de Manoagregados en Funcion del Tamafio del Clusrer

La evolucion de los espectros SERS de la biotina durante el procesa de agregacidn
de Ag NS5 v Au NSs se muestra en la Figura 3.2.3.0. En ambos casos se observa un
comportamiento similar; inicialmente hay un aumento casi exponencial de la intensidad
SERS alcanzando un valor maximo después del cual hay una disminucion lenta de la

intensidad hasta que se alcanza un valor asintdtico casi constante en tiempas largos,
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Figura 3.2.3.1 Evolucion de los espectros 5SERS durante Ls agregacitn de Ag Mis de 56 nm oy S MEs de 30 nm. A}
Evolucion del espectre SERS de ls bigting duranie |s agregacidn de Ag NSs utiizands una longitud de onda de
eveitacidn de 488 arm (Columng gueenda). imensidad an funcién del termpo para el modo de wbracion a 1440 cm’
iCokimng Derechal. B} Evolucidn del especiro SERS de la baatina durante la agregacidn de Au NS5 utilzando una
longitud de onda dio exctacion de 633 nm [Cohenna lzquierdal. Intersidad en funcién ded tempo para of modo de

vibracién a 440 o' (Columna Derechal

La Figura 3.2.3.2, muestra el factor de incremento SERS en funcion del nimero de
MSs en el cluster para Ag v Au, para el modo vibracional de la beiotina a 1440 cm!
{corrimiento de Stokes a & = 525 nm para Ag y corrimiento de Stokes a & = 656 nm para
Au), definide como el producto del cuadrado del incremento de campo a la frecuencia
incidente (I488 nm) para Ag v I'(633 nm) para Au) y el cuadrado del incremento de campo
a la frecuencia de Stokes comrespondiente de este modo de vibracion particular ({525 nm)

para Ag y I'(696 nm) para Au). A su vez, se considera el promedio del incremento sobre
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diferentes polarizaciones de la radiacidn incidente v para diferentes valores de (I} en &l
caleulo de < Mw) >5. Come se puede apreciar en la Figura 3.2 3.2, independientemente
del limite inferior considerade para el calculo del promedio y para ambos metales, el factor
de incremento SERS disminuye con el numero de NPs en el duster tomando diferentes

valores asintdticos dependiendo del valor de I, considerado.
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Figura 3.2.3.2 Incremento de campo cercano simulado para clesters representatvos. Calculos GMM de campao
cercant dal producte del cuadrado del incremente de campo a la frecuandiacinciderte y el cuadrado del incremento
de campo a la frecuenoa del mooo de wivacion a 1440 cm™! prosnediado considerando diferentes polanizaciones ¥
difenertes valores de incrementa minima (8. para A} clesters de Ag N5s de 56 nmode didmetro y B obsfers de Au
M5 de H0 nm de diasnetno, en funcian gel nimero de esferas gue ponforman el olstarn

La tendendia observada en la Figura 3.2.3.2 para ambos metales esta de acuerdo en
modo cualitativo con las observaciones experimentales del perfil de intensidad SERS del

modo vibracional de la biotina a 1440 em” durante la formacidn de los nanoagregados de
Ag y de Au Mer Figura 3.2.3.71 A y Bl For ejemplo, estos calculos permiten explicar las
diferencias significativas entre la intensidad maxima 5ERS expenimental alcanzada durante
la agregacion y los carrespondientes valores asintoticos para clusters de Ag y Au, ya que |a
itensidad maxima SERS podria estar asociada con la presencia de dusfers pequefios
{dimeros y trimeros) en acuerdo con los calculos tedricos de campo cercano. El hecho de

que haya un maximo en la evolucidn de los espectras 5ERS y luego un decaimiento, no
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implica necesariamente la formacion de dimeros solamente en las pnimeras etapas del
proceso de agregacion, sine gue seria evidencia de la formacion de clusfers pequenios.
Sequn la teoria DLVO |3 estabilidad de una dispersion coloidal estd relacionada con las
contribuciones relativas de las fuerzas de atraccion (principalmente de Van der Waals) v las
fuerzas de repulsion (estéricaz y de repulsion electrostatica) ™ En las condiciones
experimentales de este trabajo, es decir, funcionalizacidn con muy pocas moléculas por
nanoparticula, se puede rechazar la reduccidn de la carga efectiva de las NPs mediante la
sliminacitn de iones citrato por intercambio con moléculas de biotina. Por lo tanto, se
puede suponer gue la fuerza de repulsidn electrostatica debida a los jones Citrato
adsorbidos sobre |a superficie de las MPs permanece practicamente constante durante la
funcionalizacidn con biotina, En este caso la aglomeracidn se produce por interacciones
biotina=hictina a través de puentes hidrogeno, que en las primeras etapas de la agregacion
se producen a través de un régimen cinético donde |a barrera de potencial neto entre las
MPs reduce la probabilidad de union {es decir, sblo una pequeha fraccidn de los encuentros
resulta en la agregacion de particulas), Este comportamiento es caracteristico de una
cingtica de agregacion de clusters limitada por reaccion (reaction dmited cluster
aggregation - RLCA), 1o que da lugar principalmente a la formacidn de clsters pequenos
(Ver Figura 3233 A). Por otro lado, cuando las fuerzas de atraccion debido a las
interacciones cluster-cluster son lo suficiertemente fuertes que el potencial de repulsidn
puede ser compensado, es decir, para clusters relativamente grandes, el potencial atractvo
dominante genera un cambio de régimen de agregacion donde ahora se puede considerar
qgue las NPs coloidales se adhieren permanentemente tan pronto come se tocan y todo el
mecanismao esta imitado por el tiempo de difusion de las particulas en la suspension. Este
comportamiento es caracteristico de la cinética de agregacion de clusters limitada por

difusion (dliffusion fmited cluster aggregation - DLCA) (Ver Figura 3.2.3.3 B). Esta
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diferenciacion de regimenes cinéticos estd de acverdo con el andlisis realizado
anteriormente, es decir, en las primeras etapas de la agregacion son los olusiers pequenios
los que dominan la respuesta SERS, mientras que al cambiar a un régimen cinético del tipo
DLCA los clusters compactos de gran tamano se vuelven respansables del comportamiento
SERS,
El régimen cinético de agregacion puede ser caracterizado mediante la integral de
la intensidad de extincidn, la cual se define como Pardmetro de Floculacion (A
P [N g (A (3231
La dependencia temporal de F puede relacionarse con la variacion del tamafio de
cluster promedio 5y cuyo grafico permite diferenciar los regimenes cinéticos RLCA y DLCA,
va gue obedecen diferentes leyes de crecimiento:
RLCA: P(t) = 5(t) = exp(t/k) (2.23.2)
DLCA: P(t) = S(t) = tF (3.233)

donde 1 es considerado un valor constante y & es la constante de tiempo.™

Con el fin de corroborar el cambia en el régimen cinético observado en la vanacidn
temporal de la intensidad SERS, se determind la variacién tempaoral de Ppara el proceso de
agregaction de Ag N5s y de Au M55 El rango de longitud de onda utilizada para calcular A
fue desde 530 nm a 1100 nm para Ag N3s v desde 700 nm a 1100 nm para Au MNSs, y fueron
elegidos de tal manera de abarcar todo el modo LSPR colectivo del agregado. Las graficos
log-og de la variacion temporal del parametro P para Ag y Au se muestran en fa Figura
3233 Cy D, respectivamente. E| analisis de |3 Fegura 3.2.3.3 C revela que en las primeras
etapas, dentro de los primeros 25 minutos, hay un claro crecimiento exponencial de
acuerdo con la ecuacian 3.2.3.2 que indica una cinética de crecimiento RLCA. Luego de este

crecimiento exponencial se produce un cambio de ley de comportamiento cinético,
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observandose una refacion lineal en el gréfico log—og. En el caso de Au N3s {(Ver Figura
3.2.3.3 D), se produce el crecimiento exponencial durante los primeros 30 minutes, sequido
también por una relacién lineal en la gréfica log-log. Estas evidencias sugieren en efecto,
gue hay un cambio de régimen cinético durante la agregacion de las NPs de RLCA a DLLA,
Hay una excelente correlacion entre el tiempo en que se produce el cambio de régimen [de
RLCA a DCLA), determinado a partir del pardmetro de floculacidn, y el tiempo al cual se
observa al cambio abrupto en el grifico de la intensidad SERS en funcidn del tiempo para
el modo a 1440 cm™’ (Ver Figura 3.2.3.7), el cual ocurre a los 25 minutos para el proceso de

agregacion con Ag N&s v a los 35 minutos para la agregacion de las Au N5s.
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Fligura 3.2.3.3 Cinetica de agregacidn para Mbs o AQ v Au. llustracion esquematica e las steracoones ehectivas de
cofdes metdlicos funcicnalizados en el régimen ongtco de &) agregacdn de oestars fmitada por reaceion (RLCA)
y de B) agrepacidn de clucrers limitada poe difusidn (DLCOY Las flechas werdes represertan las interacciones
repudsieas y flachas rojas representan kas interacciones atractivas. Grafico leg-leg del pardmatro de floculacion (P en
furcian del tiermpo para ka agregacion de C) Ag MSs ¢ O Au NSz En ambos oréfices se observa un cambio de régimen
= ALCA a CLCA (25 minutos paes kod experimentos con &gy 35 menulas para |os expenmentos 0o Au)
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Con el fin de dar una evaluadén cuantitativa de las propiedades de campo cercang,
se comparan a continuacion los valores de los incrementos experimentales y log
incrementos tedricos en la regidn asintdtica (clusters grandes). Para ello se debe calcular
primera el Gcfor de mcrermento analtico (AEF) para los clusters de Ag y Au, que e define
como [a refacidn entre la infensdad de 3 sedal de SERS (lged de un modo vibracional
determinado v la irfensidad de (@ serdal Raman (lg,ma del mismo modo para un analito,

normalizadas por la respectiva concentracian del analito [ Y,

{sEns

AEF =

Kaman

‘e 3234
f.ﬂ'.m

Las sefiales SERS experimentales detectadas corresponden a |2 sumatoria de las
contribuciones de las moléculas de biotina v de las moléculas de piridin-2-tiona, como
consecuencia de la ruptura del enlace disulfuro en la molécula de bictina-HPDP. Con el fin
de seleccionar el modo de vibracion apropiado para la determinacion del AEF, se realizaron
calculos mecano cuanticos de los espectros Raman de la biotina v la piridin-2-tiona (Ver
Figura 3.2.3.4 A v B). El analisis v la asignacion de los modos vibracionales se encuentran en
la Figura 3.2.3.4 C. Se abtuvo una excelenta carrelacidn entre el espectro SERS experimental
de las moléculas en la dispersién coloidal de nancagregados de Au NSs con los espectros
Raman tedricos de |a bioting y la piridin-2-tiona, siendo el espectro SERS experimental el

resultado de la contribucidn de ambas moléculas (Ver Figura 3.2.34 D),
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Espectro SERS de ka dispersitn coloidal de nanoagregados de Au WSS de 30 nm, y los especiros Raman simulados de
la biotina v la piridin-2-ticna

En la Figura 3.2.35, se comparan los espectros SERS obtenido para soluciones

coloidales de nanoagregados de Ag M5s y Au NSs luego de 1y 2 horas de la adicion de
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biotina, respectivamente, excitando a 488 nm v 633 nm. En esta Figura se ha indicado con
lineas de punteadas |os dos modos de vibracion seleccionados para la determinacidn del
AEF en sus frecuendas Stokes particulares: el modo de torsidn de metileno a 440 em!
{frecuencia de Stokes en & = 525 nm para los experimentos de Ag v L = 656 nm para los
experimentos de Aul v el modo del anillo ureido a 1221 cm™ (frecuencia de Stokes en A =

519 nm para los experimentos de Ag y & = 686 nm para los experimentos de Au)
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Fegura 3.2.3.5 Comparacion entre los espectros SERS de la beofira en nanoagregados de Ag NS de 56 nm v Au NSs
de 40 nn oy el espectro Raman ge B bictina en concentracionss poomolares. A) espactrn SERS de 13 biclina en
nanssgregacos de Ag NS5 de 56 nm 8 una corcentraciin TEOD” M. El espectro SERS fie medids a ks hora de bs
adicitn de biotirg a ta dispercidn de &g Wis, eradiando a & = 488 nm. Se encuentran remarcadas en la figura kas dios
sefialas de Stokes utilizadas para calcular los factores oo ingromentn AEF (535 y 519 nm), B) espectro SERS de ka biotina
en nanoagregadns de Au MSs de 50 nm a una concenracian 720107 M| espectro SERS fue medido a las 2 horas
de la adician de bictina a la dispersion de fu NS5 iradiando a & = 633 nm. Se epcuenibran remarcadas en la Tigura
fas dos sefiales de Stokes utilizadas para cakiular los factores de incremento AEF (656 v BBG nmi).

Como se describid en la seccion 2.4.3, desde el punto de vista tedrico el principal
mecanismo responsable del efecto SERS es el mecanismo electromagnético. Segun este
mecanismo, el Bcfar de incremento de campo elfectromagnstico, EFEF, viene dado por (Ver
Seccion 2.5.4);

EFEF = |I(aw)}}|[ (") (3.2.3.5)
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()l = (|£2)° (3236)

Irta’)l = (i

donde |M(w)| es el cuadrado del incremento de campo eléctrico generado a 1a frecuencia

]Iz (3237

incidente [u) v [F{a")] es el cuadrado del campe eléctrico incrementado a la frecuencia de
Stokes (o'}
La intensidad Raman (/.. puede escribirse coma:
lrs = FatpCazman (3.238)

donde F£; es un factor instrumental, ag es la seccion eficaz Raman de la molécula libre y
Cpuey B35 [ concentracion, La intensidad SERS (/. esta dada por una expresidn matematica
similar pero que incluye un término que separa el incremento fisico (EFEF), de la seccion
eficaz molecular y |as otras contribuciones:

legns = FetCoppsEFEF (3239
donde F5 es un factor instrumental, o es la seccion eficaz de I8 moléecula en la
nanoestructura v Cuey €5 I8 concentracion sobre fa nanoestructura. 5i asumimos que los
factores instrumentales son los mismos en ambos experimentos, el factor de incremento
experimental SERS global (AEF) puede obtenerse al sustituir las ecuaciones 3238y 3239
en fa ecuacion 3.2.34;

AEF = (og/oy JEFEF 32370
La relacion o /oy podria ser aumentada como resultado de ka formacion de complejos de
coordinacion metal-hgando con la superficie, 0 por procesos de transferencia de carga™
5in embargo, el aurmento que de la relacian de estos términos no puede explicar por si solo
los incrementos AEF en el orden de 10°-10° observados en muchos sxperimentos, Estos
mecanismos, llamados mecanismas quimicos de 5ERS, siguen siendo objeto de
considerable trabajo de investigacion, v en la actualidad se acepta que pueden contribuir

con un factor de 10-100 al AEF global **
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El EFEF promedio (< Mo )lM(w") :-L'"“‘} para incrementos mas grandes gue un
determinado wvalor ', fue calculado como el promedio de la ecuacion 3235
considerando todos los puntos dentro del cluster de acuerdo a la siguiente ecuacion;

< P (0) ™= [T F (o) (wdl/ [ di (3.231)

donde [carresponde al ~ecimo punto del olster

5in embargo, s importante destacar que hay dos efectos opuestos en la estimacion
tedrica del EFEF con respecto al valor ', seleccionado: Por un lado, el aumento del valor
[, seleccionado dard lugar a un EFEF promedic mas alto, lo que disminuira la diferencia
ertre el EFEF calculado y el AEF experimental. Por otro lado, al aumentar T, disminuye la
region espacial del oluster gue tiena estos valores, lo que implica que una fraccidn mas
pequedia de las moléculas es la que cantribuye a la sefal 3ERS, En ese sentido, para un valor
.. dado, el EFEF promedic efectivo debe tenmer en cuenta este ndmero efectivo de
moléculas activas. Por lo tanto, el EFEF efectivo para un determinado valor de ., debe ser
calculado multiplicando el EFEF promedio por una fraccion apropiada de moléculas, Este
valor se puede calcular multiplicando |a ecuacion 3 2.3.17 por la fraccon Fde la contribucion
electromagnética a la sefial SERS proveniente de todos los puntos gue tienen incrementos
mayores que .

£ Jem Gt Tida i/ ™ T w)Ti(w')ai (3.2.212)

El valor I, = % en el denominador de la ecuacion 3.2.3.12 ha sido seleccionado
porgue abarca todos los puntos dentro del ciusrer Tener en cuenta gue si se selecciona I,
= 9 para todas las integrales de las ecuaciones 32371 y 32372 ef EFEF efectivo
corresponde al EFEF promedio del cluster En este sentido, se calcubd el EFEF efectivo para
diferantes valores de T, en el rango de 25 = T, = 400, y se encontre que el valor varia

en &l ranga de 10000-50000 [Ver Figura 3.2 3.6).
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Figura 3.2.3.6 Chloulos del EFEF efectien an funcitn del valor de I, pasa cluslers de Ag MNAe Se oblienen resuliados
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En este punto, vamos a hacer |a comparacion entre los experimentos y los calculos
tedricos considerando un I, = 100 y teniendo en cuenta el EFEF efectivo. El EFEF se
determing para dos modelos diferentes de clusters, el dimero y el cluster compacto de 61
NS5,  los resultados se compararon con ef AEF, La comparacian se realizd para las sefiales
de Stokes de |a biotina a L = 525 y & = 519 nm para Ag, y a A = 696 v & = 686 nm para Au
Los valores calculados de AEF y EFEFr.., para nanoagregados v ousters de Ag y de Au se
muestran en la Tabla 3231 Hay dos caracteristicas a considerar: En primer |ugar, hay
discrepancias entre el AEF determinada de farma experimental de la biotina con los valores
tedricos de incremento de campo cuando se consideran ambos modelos (el modelo de
dimera y el modelo de cluster de 61 N5s). Bl cociente entre los incrementos experimentales
[AEF maxime) obtenidos en el momento en gue se alcanza la maxma intensidad SERS (30 y
35 minutos para nanoagregados de Ag y Au, respectivamente) y EFEF calculado para
dimeros, es un factor de 5-10, En esta calculo se ha utilizado la aproximacidn de gue |a sefial
expernimental 5ERS es debida a la presendia de dimeros en lugar de a una distribucion de
clusters pequefos. Con el fin de realizar una comrelacion mas precisa entre el EFEF y |a

respuesta SERS, se utilizo el valor asintdtico de las sefales experimentales SERS. En este
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régimen, como se ha demostrado por los calculos tedricas, el EFEF es casi independiente
del tamarto del cluster: La relacion entre el AEF asintdtico y el EFEF para un clusterde 61 NSs
85 149 y 197 para las sefiales de Stokes a & = 525y L = 519 nm para clustes de Ag, y 119y B0
para las sefales de Stokes a k = 696 nmy a b = 686 nm para ousters de Au (o 186, 259, 157,

y 105 si se considera el EFEF efectivo, respectivaments).

hm T iy Tegeauidail w AEF AEF o'm” EFEF EFEF,

] iy il Pt Amaliio 0 (eisnblan) (o) Mldxime) {Askvibea)  (mE) E:: F-?-In:
Hictiam [k Binies 6 Tuld* E™] JEEL] s . i " ]
Blotlsm + AgXEs | 3F  Boots  TA10H 126 1a4n [ER v 514 B, xend L]
Blolles + Ag NG | #2E  Boastiaa  TAx10 M 1440 - |E34D. Sl 513 . 6010
Bt isa S L : LT e % 1211 " ] + r
Bioiles + AgNGs | LB Biotiss  Tawlp® ERO 1314 18,90, i min’ 2 A 8, Txpi? T
Blotles + AR NEs | LE5  Eeotine '-'all:l"'-' 15 12:4 - 17 0eh sl 919 - LOn10"
Reaining B)E Deoties W Amic? Az 1448 - . . - 4
Biotisa + Am ®8a | 61F Hactisa  T.Iasl0 30 1443 (R 143 0al8® - L1 [l -
Bootiss + ABN%a | 6313 Poomes  Tomlod i g = (bt LT ] ¥ Eiee
Enling 635  Bectism  9.3al0¥ kL] 123 . L L L "
Bdalini + AE %53 | 633 Bestiea T wlord xrr 1217 (TEde s r a3 1500
Bl + Al %52 | 613 Bediea  72wl0Y 1] 1217 1 (2Frigmln  ene ¥ Afxler

Tabla 3.2.3.1 Factores de mcrements SERS experimentales y tedncas pars nanobgregados de Ag MSs de 56 am ¢ Au
55 de 30 nm gererados en medio souoso wilizands bioting, AEF [mdgsorme) = fectlor de mcremento anatico caloulada
e ol maximo de irtensidad g 13 evcducion temporsl de log esparirs SERS. AEF (asinmdtics) = farmar de incresranio
analitio cabuladn en el iegimen constanie de b evcluckn temporal de lod sipectios SERS. EFEF . = INCremEnio
de camps iednco calcidado como of prodecto del cuadrado del incremento de campo & In Fraruencia incidents (]
ef cuadrado del incremento da campo a ka frecuencia de Stokees {0’ para wn dimens oon un ae de 5 A, EFEF e =
ircrerrnito de camgo teance calculado coma el producto del cuadrado del mcrements de campo a e recuencia
ircidente (1] v el cuadrado del incremento de campo a la frecuencia de Stokes (') para un olsfer compacts de 61
M5s. Todos bos EFEF fueron caloulados consderando e promedio angular y [0

Otros pardametros que podrian modificar el calculo de EFEF, ademas del promedio
angular, son las fluctuaciones en la distancia interparticula y la presencia de vacancias en la
geometria del cluster Se realizaron dentos de calculos vanando de manera aleatoria la
distancia interparticula en el rango 4+1 nm y también introduciendo vacancias con el fin de
tener un modelo mas realista (Ver Figura 3.2.3.7) de la contribucion del incremento EFEF al
efecto SERS. Teniendo en cuenta estas modificaciones, se observa un ligere auments del
EFEF en un factor 5-6 (Ver Tabla 3.2.3.2). Sin embargo, induso con estas mejoras en el
madele, la relacién AEF/EFEF sigue siendo significativa, estando en tamo a un factor de 13

para ambos metales (25 s1 se considera el EFEF efective). Como se menciond antefiormente,
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el EFEF efectivo promedio varia dentro de un factor de 5 (entre 65.000 y 320,000 en el rango
de ', de 25 a 400, teniendo en cuenta las vacancias y variando as distancias interparticula),
io gue conduce a un Hmite inferior y a un limite superior en el valor del EFEF efectiva. El uso
de estos limites en el cocente AEF/EFEF otorga los siguientes valores: 66 para el limite
superior y 17 para limite inferior, En ese sentido, sea cual sea el valor de T, elegido, el EFEF
pfectivo promedio g5 SiEmMpre menor gue el AEF determinado expenmentaimente, vy esta
diferencia no puede explicarse unicamente por €l mecanismo electromagnético. Una posible
explicacion podria deberse a algin tipo de incremento guimico. %in embargo, la
confirmacion de una contribucidn guimica requerinia calculos mecano-cuanticos adicionales
con el fin de tener una evaluacion mas cuantitativa de la relacion ag/ap para la biotina
interactuando con clusiers de Au o Ag v para la molécula de biotina libre, lo cual esta mas
alla del alcance de esta tesis. A pesar de esto. el hecho de que las tendencias en las valores
de incremento de campo se mantienen para diferentes valores de T, indica que hay una
muy buena correlacion cualitativa entre |a teoria v los experimentos teniendo en cuenta la

complejidad del sistema de estudio.

A B

L@ e, I | v

Figura 3.2.3.7 Influencia de 13 presenia de vacanoias y 13 variabilidad de la distancia interpartioula en la respussta
optea de campa cercang de chsters compacios, &) Distnbucdn espacial del mcrementa de campa eléctnico 3 & =
G633 nm para custevs compactos de A de 51 MSs: {al chuster die B1 M55 con una configuracion idealizada. (&) cluster
de &1 BS54 mcluyendo vatancias, (©) cieier ge &1 M55 indhuyendo vacancas ¥ vanaoones de la distancia inerpertioula

Az Al B) Imagen TEM representadiva de bos ranoagregadoy compacios
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Tabla 32,32 nfluencia de la presenca de vacancias on b geometria del clester v saraciones de la distancla
interpartipula en el EFEF. <" () =4 = ncremento fedrico promedio calowade consderando ¥ polarizaciones
diferentes de la radiacion scidente. <I{w)>s, = incremerda tednoo promedio caloulado consderando polarzadones
difgremtes v la vanacion de la gepmatria ded chuster utilizands vacancias puesias al azar, <Nw)=p, = Incremento
tednico promedio cabulado considerande polarizacicnes diferertes, & incorporacion de vacancas, y la vanadidn de
la distancia interparticuta 441 nm, ASF (Asintdticn] = facter de incremento de amips analioo calculado en la regida
constamts de la evoluchon termporal de la intensidad 5ERS. Todos ks EFEF fueron cakoulados utdizando k3 aprosi macidn
de incremants de campo a b cuara a 13 frecuends incidenta fa) ¥ D=100

Con el fin de evaluar si hay una mejor correlacion entre el AEF y el EFEF sin tener las
dificultad de los analisis realizados anteriormente para las moléculas de bioting, se realizaron
experimentos adicionales utilizando dos moleculas de colorante (Cumarina 440 y Rodamina
B} como sondas SERS. Estas moléculas son, en principio, incapaces de interaccionar
covalentemente con las NPs v por lo tanto se puede asignar una distribucion al azar denitro
del oluster, lo gque voelve la comparacion entre la teoria v los experimentos mucho mas
simple. Para tal fin, una vez gue los nanoagregados son formados como consecuencia de
las interacciones entre las moléoulas de bicting, se afadieron [as moléculas de colorante.
Los colorantes se afiadieren a la hora para los experimentos de Ag y a las 2 horas para los
experimentos de Au, para asegurarse de estar en el régimen asintdtico en la agregacion. La
concentracion de los colorantes se eligid lo suficienternente alta con el fin de que las sefales
SERS promedio puedan ser correlacionadas con el EFEF promedio, Los espectros SERS
pxperimentales para la Curmanng 440 (CM440) v la Rodaming 8 (RHB) obtenidos después
de haber sido ahadidos a las dispersiones de nancagregados de Ag v Au se muesiran en |a

Figura 3.2.3.8. MNotar que estas moléculas de colorante se ehkgieron de tal manera gque se

avite cualquier excitacidn fotoquimica de las moléculas a las longitudes de onda utilizadas
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en el presente trabajo {458 nm para Ag y 633 nm para Au). Los valores de AEF calculados
para CM440 y RHE y el EFEFrs, para clusters de 61 N3s de Ag y de Au {(< T(m) >a4)°) se
muestran en la Tabla 3.23.3. Debido a que las moleculas de colorante se encuentran
distribuidas en todo el duster, se debe utilizar I, = 9 como limite inferior en los caleulos
del incrementa tedrico (EFEF), ya que, como se vio en 13 Figura 3.2.2.4, este limite inferior
abarca la totalidad del oluster Como se puede observar en la tabla, la comelacian entre los
experimentos v el cilculo tedrico mejord significativamente, lo que indica que para estas
moléculas el incremento SERS puede ser explicado principalmente mediante el EFEF tedrico

(mecanismo electromagnético) dentro de los errores experimentales

A Cumarina 440 B Rodamina B
OH, e N -..‘-m
o p i 2
’l!\-'t;j (L ¥ IE' (2]
H.H .-__é {: o J ._I o =}
axid’ bl
— e —zaare
i+ Basinn = iy B - mmzder g & Doy s iy 3

"
¥ ¥
B ] L]
T T I J 2 L] T T T T - I
157 1a 200 13 a1 4oL FB00 (L i} Li ] il 2ei] L]

Carriméanta Raman jem’) Corrimients Faman jem’')

Figura 3.2.3 .8 Comparaciin entre los espectros SERS de Cumanna 2410 en nanpagregados de Ag Mas de 56 nm y de
Rodaming B en nanoagregacos de Au M55 de 90 nm y sus respectivos espectros. Baman a conpenracicnes
milerclanes. A} espectno SERS de Cumanina 440 en nancagregades de Ag M55 de 56 rem a ura concentracan 1,0l
" b El espectne SERS fue medido a la hora de la adscion de piotng a b disperson de Ag KNG, smadiando 2 L = 488
M Se encuentra remaircada en la figura la sefial e Stokes uilizada para calcular el factor de sncrements AEF (508
revil. B espactro SERS de Rodaming B en nanoagregados de Gu MSs de 50 nm 3 una concentracidn 100 M. EI
egpactro SERS fue medidn a las 2 hores de la adicion de bioting a la dsparsicon ge Ag KWSs rmadiardo a & = £33 nm
Se encuentran remarcadas #n la figurs las dog sefiales de Stakes wtilizades para cabulsr log factones de incremento
AEF [FOG y B58 am)
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Por Gltimo, es importante sefialar gue si bien el modelo utilizado para el caloulo
puede mejorarse teniendo en cuenta la polidispersion de tamafios de las N5s v los efectos
a0, las tendencias observadas en los expenmentos donde la biotina es la molecula activa en
Raman pudiercn ser explicadas cualitativamente por las simulaciones tedricas, y se obtuvo
una correlackdn casi cuantitativa cuando se utilizaron moléculas de colorante como sondas
SERS

3 e Contiin Haman ¥ EFEF ciwsier
Composicion (nn) Amnalito (M) (enentid) | [eml) AEF I .1
LMl i)
PR FET IRR CMadn Iaie T EET] : .
O A0 Bt i g NS 4HB CRiq40 Lakia! 3484 o] LD Y b i, Bali”
T 833 EHB Taio? HE 1652 : -
BEHE  Biotins+ Ao N5 H33 RHEB Lafin! 21TE .20 L5120, 3w 0 RET S
RHB B3Y RHE imto? 1245 BE1 5 :
| RHE+ Bioriea+ A N5 533 RHB  [alo’ 1537 621 (12801 mi0¢ 5 Lxl0*

Tabla 3.2.33 Factored de noremento SERS experimentales v tedricos para la deteccion de Cumarina 44 en
nardagreganos de Ag NS de 56 nmy de Bodamina B en nancagregadad de Au NS de 90 nmogenerados en medio
atuasa ublizandgs bioting ChEAd = Cumanna 44, BEHE = Rodamina B. AEF = lactor de mcremenin analibcn
ol {wlrs,, = increments tednco promedio calopfado considerando polarsaciones diferentes, la incorporacion de
wasancias, ¥ la vanacon deo & distarcia imferparticda 441 nme Todeos los EFEF fueron caloulados utlizands o
aprosemanon de ncremento de campo a la cuarta a la frecusncia ncidente [m) y 1525

33 CONCLUSIONES

En el presente trabajo se utilizd una estrategia de funcionalizacion para adsorber
guimicamente una bomolecula (Vitamina B7) modificada con un grupo tiol, la cual
constituye una de las 4 categornias de binconjugacion de NPs dscutidas en la seccion 13.3.
Esta estrategia de funcionalizacidn permitio investigar la influencia del tamafo del clusrer
en la respuesta 5ERS de nancagregados de M5: de plata de 56 nm de diametro y de
nancagregados de N5s de oro de 90 nm de diametro con distancias interparticula
controfadas y generadas por interacciones puente hidrogeno entre las moléculas de biotina,

hedante el calculo de la vanacion del masimo de | T | (w} | | en funcidn de la longitud
de onda para clssters con diferente numero de NSs, es posible seleccionar una gama de
longitudes de onda donde este valor I se vuelve independiente del numero de esferas del

cluster después de llegar a un ndmero celtico de NSs. La variacion del promedio angular
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sigue [a misma tendencia observada para el T maximo en una sola polarizacion, por fo tanto,
hacer este tipo de cdlculos sencillos es muy Gtil para seleccionar la longitud de onda de
excitacion a utilizar en los experimentos SERS, si bien luego se pueden utilizar diferentes
mejoras en el caleulo para correlacionar la respuesta SERS experimental. Para otras
longitudes de onda, la variacidn de [ con el nimero de esferas podria ser mas compleja
Teniendo en cuenta que a tiempos suficientemente largos prevalecen las poblaciones de
clusters grandes que dan lugar a incrementos casi constantes, es factible comparar el valor
asintdtico del incremento SERS experimental (AEF) con el incremento tecrico (EFEF). En
cualguier otra longitud de anda o a tiempos menores, donde todavia no se ha zlcanzado
el régimen de respuesta SERS constante en el iempo, esta comparacion no puede realizarse
directarnente, ya gue seria necesario conacer la distribucion de tamafios de los clustersya
gue cada chster pequefio tiene una contribucidn diferente al incremento SERS total. Por o
tanto se propone el sigulente procedimiento para hacer una comparacion mas rigurosa y
razonable de la respuesta SERS de nanoagregados plasmonicos con las simulaciones
electrodinamicas

1 Calcular el MMNFES para clusters compactos de diferente tamafio con un
gap controlado y de distancia conocida.

2. Selecclonar un rango de longitudes de onda donde T sea constante en
funcidn del tamafo del ofuster, v utilizar una longitud de onda de ese rango
como excitacidn para los experimentos SERS.

3. Registrar la evolucién temporal de los espectros SERS para algin medo
vibracional de la molécula sonda y verificar gue se alcanza un valor
constante a tiempos lagos del procesc de agregacion. Esto corrobora que

la hipotesis de que para clusfers lo sufidentemente grandes la respuesta
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SERS se wuelve independiente del tamafie del cluster para algunas
longitudes de onda.

La metodologia anterior parece ser correcta, ya que se ha demostrado gue permite
seleccionar |a longitud de onda adecuada para realizar experimentos SERS utilizando dos
metales diferentes (A = 488 nm para Ag v L = 633 nm para Au). La ventaja de utilizar este
procedimiento es gue permite realizar un analisis mas riguroso de la contribucion del
mecanismo de electromagneético a |2 respuesta SERS. En este sentido, si bien se encontro
que existen diferencias entre los factores de incremento experimentales y tedricos, las
tendencias en la respuesta SERS de las moléculas de biotina se logra explicar
cualitativamente por el mecanismo electromagnético tanto en nanocagregados de Ag como
de Au. Aun mas, la teoria electromagnética permite obtener un analisis cuantitativo de los
factores de incremento SERS analiticos de moléculas no unidas covalentemente
distribuidas aleatoriaments en los ousters como CMA4D vy RHE.

Por otro lade, los experimentas realizados a bajas concentraciones de biotina {en &
orden de un biotina por NS) permitieron axplicar cualitativamente la tendencia observada
an la evolucidn de la intentidad de las sefales Raman, a 488 nm para Ag y 633 nm para Ad,
de érminos de los incrementos de campo de osters de diferente tamafio durante el
proceso de agregacion, Se determind que dos regimenes cingticos, RLCA v DLCA, son los
responsables de la distribucion de tamafios de los clusfers durante el proceso de
agregacion, El crecimiento inicial casi exponencial de las sefiales SERS es consistente con la
generacion de pequefios cisters meentras que el decaimianta es consecuencia de |a
farmacion de grandes conglomerados. Estos resultados se correlacionaron de manera
axcelente con los caloulos GMM de campo cercano gque muestran un decaimiento del
miaximo incremento de campao con el nimero de N5s en los clstars después de que se

alcanza un tamafio critico, tanto para nanoagregados de Ag camo de Au. Mas alla de este
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tamafia critico (alrededar de 20 MSs). el EFEF es practicamente constante y se wuelve
independientemente del niumero de MPs. Este decaimiento del EFEF con el tamafio del
cluster es consistente con la importancia que cobran los efectos de amortiguacion de
retardo para clusters grandes. Esta caracteristica se pone de manifiesto tante en los
espectros de extincion, por un ensanchamiento significativo de la LSPR con el tamafio del
ciuster, como en el desplazamiento hacia el rojo del MNFES con respecto a los espectros
de extincidn correspondientes para el mismo tamafio de cluster Para dusters pequenos,
este efecto da lugar a cambios muy significativos en el EFEF al aumentar el niemero de N5s
Sin embargo, para clusters de gran tamafio (mas alla del tamafio critico) &l efecto es poco
significativo, es decir, el cambio en el EFEF es tan pequefio que podria ser considerado casi
constante.

Come observacian final, los presentes resultados demuestran la importancia de la
generacion de nanoagregados contralados pequefios (dimeros y trimeros), en lugar de
grandes agregacos, si se desea optimizar la respuesta SERS para la deteccion ultrasensible,
ajustando la longitud de onda de excitacion apropiada segun el MNFES. En los prowamos
capitulos de |a Parte 2 se discutiran diferentes estrategias de bioconjugacion utilizadas para
generar estructuras dimericas para ser aplicadas como nanosensores LSPR tanto de campo

cercanc, por gempla SERS, como de campo lejana.
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CAPITULO 4 Generacion de Gaps Controlados en

Estructuras Dimeéricas de Au y Ag:

Aplicacion omo Sensor SERS

41  INTRODUCCION

Una de las conclusiones mas relevantes del capitulo anterior, es [a importancia del
disefio del sustrato para ser aplicada en SERS en cuanto al tamafic del cluster de NPs, el
control de |a distancia interparticula y el contral de la geometria de la NE. En ese sentido,
en la actualidad, la sintesis y fabricacion de sustratos SERS ha evolucionado drasticamente
desde superficies metalicas rugosas generadas electroquimicamente hasta el disefio de
estrategias de autoensamblado, basandose en [a funcionalizacion superficial de las NPs con
el fin de generar distancias interparticula controladas. Hoy en dia la capacdad para
controlar la distancias interparticula, v por ko tanto para controlar la magnitud del
incremento de campo, es objeto de gran interés y ha dado lugar a muchas aplicaciones en
SERS."® Frente a esta necesidad de controlar la arguitectura final de la NEs en la nancescala,

las técnicas de la quimica coloidal (botform-ug) han demastrado con éxita su capacidad
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para generar nanoarguitecturas multidimensionales mediante interacciones electrostaticas,
interacciones  hidrofdbicas, mineralizacon & se enlaces covalentes, interacciones
proteina-proteina e hibridacion de ADMYER particular, comao ya se menciond en &l Capitulo
1 (Ver Seccion 1.3.3), las biomaoléculas muestran un gran potencial para funcionalizacion de
nanamatenabes y la construccidn de arquitecturas controladas en |a nanoescala debido a
sus propiedades como la especificidad, la versatilidad v la naturaleza multivalente. Ademas,
tienen la ventaja de que la distancia y ka fuerza de la interaccion entre los nanocomponentes
en fas NEs resultantes pueden ser controladas con preasion, lo que resulta en estructuras
SERS con gaps controlados. Por otro lado, las biomoléculas permiten interaccionar
aspecificamente con binanalitos, lo gue ha posibilitado 1a deteccion de moléoulas pequenas,
Acidos nuclelcos, proteinas y células, directamente a través del incremento de la dispersidn
Raman de [a molécula de analito o indirectamente mediante la detecoon de analitos gue
interaccionan con sondas activas en SERS unidas a NP™" Aungue se han reportado
muchas NEs interesantes con aplicaciones directas a la deteccion de moléculas de interés
bicddgico por SERS, todavia queda el gran reto de crearlas de una manera facil, reproducible
y con un rendimiento suficientemente alto y a su vez con una actividad SERS adecuada,
Como ya se menciond antenormente, una de los problemas mas criticos para generar hot
spots reproducibies es controlar el gap entre las particulas dentro de una precision de unos
pocos nandmetros. Sin embargo, a pesar de la importancia que juega este parametro en
las mediciones SERS, hay muy pocos trabajos en bibliografia que tiene como objetivo
fabricar NEs controladas para SERS en solucion,” ™ siendo la mayoria de ellos generados por
las interacciones electrostaticas poco controladas gue generan geometrias complejas
durante la agregacién de las NPs." Un ejemplo de esto, es el caso presentado en el
capitule anterior donde se utilizaban moléculas de biotina, las cuales a través de

interacciones puente hidrogeno inducian una aglomeracion descontrolada de las NPs.
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El rendimiento 5ERS dptimo se lograra si somos capaces, no solo de controfar la
distancia interparticula, sino también de posicionar a las moléculas de analito precisamente
dentro de estos gaps donde & incremento de campo toma wvalores drasticos. Las
biomaleculas cumplen con amibos requisitos, va que tienen |a propiedad de ser enlazadores
especificos v también agentes de bio-reconocimiento capaz de colocar preferentemente
las moleculas del analito dentro del Aot spot En este sentido, algunas proteinas son una
excelente opcion para generar sustratos activos en SERS ya que son estables en soludiones
acunsas, se pueden manipular y funcionalizar faclments, y también pueden servir como
enlazadores para la construcckon de nanoarquitecturas con gaps controlados entre las NPs,
Los pares biomolaculares mas comunmente utilizados comprenden proteinas que poseen
un reconocimiento altamente especifico por otra molécula que actia como antagonista,
como es el caso de la estreplaviding (STV)-bioting®* anticuerpo-antigena,®
carbohidratos-lecting™ y péptidos capaces de entrecruzarse ™™ Dentro de éstos, el més
estudiado ha sido el sistema S5TV-biotina. Este sistema consiste en una molécula pequeha
{biotina) que forma complejos de inclusion con una proteina, ya sea con [avidina) o sin
hidratos de carbono {estreptaviding, neutravidina v otros derivados). Los complejos de
biotina-5TV pueden unirse covalentermente a la superfice de las NPs utilizando la biotina
canjugada con un grupo ol que se utiizo en los experimentos del capitule anterior (EZ-
Link biotina-HPDP), en combinacidn con 5TV que es una proteina tetramérica capaz de

interactuar con un maxima de cuatro moléculas de biotina (Ver Esquema 4.17).
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Esquema 4.1 Biscorjugacidn de nanopatioulas meldicss con el sstema biotina-estreptaviding. La bisting
conjugada con un grupa bal gepersds por @ upture del poente disulfure de la malécula de EZ-Ink biotina-HPDP
perrrite umir esta molécuds covalentermente & [a soperficie matdlica dejando expuesto el sito actho ques e reconccido
par las maleculas de estrepiawiding. Las mobeoulas de estreptaviding pueden unirse smulbinesments (O un maximo
de custro makbe sy de blasne mteracoananda con el anilic ureids

Como se discutird mas adelante, las altas constantes cinética y termodindmica de la
interaccion biotina-5TY garantizan la formacidn de complejos evitando una guimisorcian
prematura de las maléculas de biotina sobre |2 superficie de las NPs que podria producir |2
agregacion por Interacciones puente hidrogeno como se discutio en el capitulo anterior,

Hasta la fecha, hay una amplia variedad de estudios gque han utilizads las
propiedades de la STV vy la biotina, por ejemplo, para generar agregados de MPs*
sustratos SERS depositades™ y también para estudiar la actividad de proteinas que
interactian con NP Sin embargo, sélo algunos de estos estudios abordan el problema
de comprender las propiedades dpticas de las MEs generadas. En este capitulo se presenta
una estrategia sintética senciila para obtener estructuras SERS por autoensamblado de MNis

en donde |a region activa para SERS {es decir, el gag entre las MPs) consiste en uniones NP-
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biotina-5TV-bictina-MP. En este gap la molécula de biotina actua como e reportero SERS
y 3e localiza en la region de maximo incremento del Aot spot Estas NEs se generan
utilizande un estricto control estequiométrico sobre el nimero de moléculas de biotina con
respecto a las moléculas de proteina y a la concentracion de NPs, y teniendo en cuenta el
hecho de que cada 5TV puede interactuar con un maximo de cuatro moléculas de biotina.
Esta estrategia permite obtener dimeros de NS5, los cuales son una de las configuraciones
mas eficientes y ampliamente utilizadas en estudios SERS, usando el alto reconocimiento
bomolecular especifico y las fuertes interacciones del sistema STV-bicting. El resultado
central de la investigacidn presentada en este capitulo, es el desarrollo v el disefio de un
protocole optimizade de autoensamblade de MNP en el que la propia sefal SERS se utiliza
coma parametro de optimizacion del sustrato en fase acuosa, con una intensidad vy
reproducibilidad sin precedentes. Bl resultado es un matenal cuasi-aslado, con wna
respuesta Raman uniforme de las moléculas que conforman & gap En este trabajo, a
diferencia de la estrategia utilizada en los experimentos del capitule anterior, se afadio
simultaneamente biotina y STV, con una concentracion promedio de una molécula de
bicting por M5 v una molécula 5TV cada dos NSs. En este caso, como e lustra en el
Esquema 4.1.2 se observa |2 formacion de dimeros mediada por la molécula de STV con

una distancia interparticula de 8 nm
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Esquema 41.2 Esguema sintatice que muestra kb estrategia de furcioralzacion ulilizada para la generstian de
dimeros de nanoesfaras de oro o 90 nm de ddmeto v plata de 56 fm de didmetro wiilizands bistina v i
blpconjugacidn & travas del sisterma biotina-Estreptaiding. En primes lugar & mueitia & enssnibladd directo en
inmma asimétra de ranoesieras (MSs) funoionalizadas con Giabing en estruciures sglameradas CoMpactas con una
distancia interparticula de 5 nm, usando relaciones mokares 11 de bisting/M5s. En la Sagunca pars se muestra el
ensamblago directo de nanoesheras (MAs) en estructunas diréricas por Boconjugandn oon esrepdanding (5T}, can
una distancia interpaticela de 8 nm e lormeodn peelerencial ode dieveios depende de las relacones
eshecuuometricas seleccionadas 10,511 STV bioting M Es).

42 RESULTADOS ¥ DISCUSION
4,21 Caracterizacion de Campo Lejano y Morfologica de las Estructuras
Diméricas
La estrategia de funcionalizacion para al obtencicn de estructuras dimericas fue

aphcada con Au N5s de 30 nm y 36 nm de didmetra, y Ag MN5s de 56 nm de diametro, En
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el cuerpe de este caplitulo sélo se presenta |3 caracterizacidn morfoldgica y dptica
corespondiente a las Au M5s de 90 nm de didmetro, Los sustratos SERS formadas con Au
MSs de 36 nm de didmetro y Ag N3s de 56 nm de diametro, y su caracterizacion morfologica
y Optica se encuentran en el Anexo,

La Figura 4.2.1.1 muestra los resultados obtenidos luego de |a adicion simultanea de
bioting (7.2x107 M) y STV (3,610 M), A diferencia de ko que se observaba luego de la
adicion de bictina solamente (Ver Figura 3211, la evolucién espectral en este caso es
significativamente distinta ya gue en las primeras etapas de la reaccion no se observa la
presencia de una banda secundaria, solamente la disminucidn del espectro y un pequefio
aumento en la extincidn a mayores longitudes de onda con respecto a la banda de
resanancia de plasman (LSPR dipolar) de los monomeros de esferas de oro (Ver Figura
4211 A). El cambio de [a linea de base puede asignarse a un proceso de aglomeracion
menor. Esta diferencia en la evolucion espectral denota que hay un proceso de
aglomeracion controlado o autoensamblado, el cual pudo corroborarse mediante la
caracterizacion morfologica TEM y DLS de las estructuras formadas (Figura 4211 C y D),
donde se puede apreciar la formacion e dimeras de N5s. Las mediciones de DLS indican
que los agregades controlados (dimeros) de Au MSs se forman con un tamafio medio de
315 nm, mientras que las imagenes de TEM revelan que las NEs obtenidas son &n su mayoria
(45%) dimeros de MNFs esferoidales y monomeros. 5e debe observar que las intensidades
de las sefiales de DLS mostrados en la Figura 4.2.1.1 C estan en unidades de intensidad de
scaltening, por lo tanto, son proporcionales a la eficencia de dispersibn. Comao las seccionas
transversales de dispersion, en €l limite cuasiestatico, dependen de la sexta potencia de su
tamafio, clusters mas grandes tendran intensidades muy altas de dispersion incluso si su
cancentracidn es muy baja en comparacién con la de los grupos mas pequefios.  Teniendo

en cuenta los puntos anteriores y teniendo en cuenta las intensidades de dispersion relativas
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de kos agregados mas grandes en ka3 cola del histograma de DLS de la Figura 4211 C, se
puede concluir que la presencia de grandes clusfers es insignificante en comparacian con
ks mendmeros y dimeros. Este analisis explica también el hecho de que en las imagenes
de TEM analizadas no hemos observado ningun aglomerado de mayor tamaio, Resultados
similares para Au NSs de 36 nm de diametro y Ag N5s de 56 nm de diametro se encuentran

en el Anexo [Ver Figuras A1y AZ)

Figura 4.2,1.1 Caractenzacion morfokdgica y dptica de ks dimergs de Aa N5s de 80 nm de dismetra. A} Evalucion
temporal de los especiros de extingdn La flecha a longitudes oe ands menores indica wna deminddidn én (3
imensdad de extircion de b banda rescnante del monomero. B} imageres TEM representaieaas. C) Hitiograma de
DLS de la mtersidad de luz dispersada an funditn del didmetre de particula [3 boras luego de b adicdn de bioting
y estreptavidinal. La Wnea verde vertical indica of tamadic medio e laestractura,

Si bien el gag de 8 nm no pudo ser confimado por analisis de las imagenes TEM,
un @spacio libre entre las particulas no puede ser totalmente descartado, va que es muy
comun observar un igero solapamiento de las imagenes proyectada en el plano del sustrato
utilizando la técnica TEM, " lo que hace imposible determinar la distancia interparticulas a
menos que se utilicen equipos especiales de alta resolucion. Otra factor que puede impedis
la visualizacion directa de los gaps en las imagenes TEM es el hecho de que las distancias
tienden a acortarse en el vacio del microscopio en comparacion a la distancia que tendnian
en dispersidn cofoidal ™ Una evidencia concluyente de la formacion preferencial de dimeros

con una distancia interparticula de 8 nm se obtuve por la correlacion entre la teoria
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electrodinamica y los experimentos, El espectro de extincion teorico (seccon eficaz de
extincidn - opg) de un dimera de Au Mis de 90 nm con un gap de 8 nm se muestra en la
Figura 4.2.1.2. Tener en cuenta que los dimeros estan én una dispersian coloidal con una
polarizacidn incidente aleatoria. De acuerde con esto, el espectro tedeico se calcula
promediando el espectro de la eficiencia de la extincidn simukade (G en funcidn del
angulc entre e gje de dimero y &l vector de campo eléctrico de la radiacidn incidente (@), y
teniendo en cuenta el area geométrica efectiva proyectada a cada angulo. La comparacidn
del espectro de extincidn tedrico del dimero y el monamero, revela que la forma espectral
permanece practicamente inalterada al acoplarse las NSs. pero se produce una peguefia
disminucidn en la seceidn eficaz de extincidn, Esto genera que a medida que empiezan a
formarse los dimeros, el espectra conserva su farma pero disminuye en intensidad. Ctro
argumento a favor de gue e gap generado es de hecho alrededor de B nm, es la
comparacion de resultados con Au NSs de 36 nm de didmetro, los cuales pueden ser
explicados si se asume una distanca interparticula en funcion de las longitudes de las
modeculas imvelucradas en formar el gap (Ver Figura A3 en el Anexo).

Como se comentd anteriormente, la generacion de las NEs dimericas es controlada
principalmente por la refacidn estequiometrica entre la biotina y STV {relacion molar 2:1).
Estas dos moléculas poseen una gran afinidad que se refleja en el valor de la constante de
disociacion del par STV-bioting (Kd = 10™ M), v una constante cinética de asociacién que
esta en el intervalo entre 3,0:10° - 4,5x10° M's” ¥ Esto explica la ausencia de aglomerados
generados por interacciones biotina-biotina como se observo en los resultados del capitulo
antenor, ya que |a reaccion entre 5TV y |a biotina podria ser mas rapida que los procesos
de funcionalizacion y dimerizacidn, y como consecuencia, la estequiometria de estos daos
reactivas eg lo que controla la formacion de dimeros. Por ofra parte, en ausencia de la

protaina los procesos de funcionalizacion y agregacion se producen sin el control cinético
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de la interaccidn STV-biotina. En este caso, la relacion estequiométrica entre la bictina y las
MPs no asegura la formacion de dimeros, probablemente porgque el procsse de
funcionalizacion asi como |z formacion de interacciones puente hidrbgena compiten con
constantes cinéticas similares, Por este motivo, la simple mezcla de los reactivos [MPs v
biotina) no ejerce ningun control de la cantidad de moléculas de bioting por NP, ni en ia

direccianalidad hacia la fermacidn de dimeros, generando aglomerados descontrolades de

gran tamafio.
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Figura 42,12 Seccitn elicaz de adincdn prormedio de bos dimercs (Panel quierdol v [ eficienca de estinocn del
dimera en diferenbes orentaciones WA promedio de mas de B oriertaciones dierentes) [Pansl Ceniral y Panel
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4.2.2 Caracterizacién de las Propiedades Opticas de Campo Cercano

Como se discutid anteriormente, ambos sistemas MSs/biotina y Nas/biotina/5STV dan
lugar a la formacion de nanoestructuras con una separacion controlada entre dos o mas
MSs. Es bien sabido que las moléculas localizadas en los gaps entre NPs experimentan un
campa eléctrico incrementado que estd confinado dentro de este gap lho! spol), y et
respansable del efecto SERS. Dado que la biotina es activa en Raman y se encuentra

localizada especificamente en el gag al igual que en el caso de los aglomerados compactos
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estudiados en el capitulo anterior, estos dimeros son potencialmente aplicables como
sustratos SERS autocalibrables. Esto es asi, porque la intensidad de las sefiales SERS de la
biotina se puede utilizar para determinar la magnitud de la maxima Intensidad SERS de un
dimero. Para el caso de los dimeros de Au Nas de 36 nm de diametro, no se detecto ninguna
sefial SERS de biotina {en las concentraciones utilizadas en la funcionalizacion = 2,4 pM)
debido al pequefio incremento de campo dentro del gag en las longitudes de onda de
irradiacion (514 y 633 nm) utidizadas en los experimentos (Ver Figura A2 en el Anexoc). Estos
resultados se contrastan con las sefiales SERS obtenidas al utilizar dimeros de Au NS5 de 90
nm de diametro al irradiar a las mismas longitud de onda (recordar que el incrementa de
campo depende del acoplamiente plasmanico y éste se incrementa con el tamafio de las
particulas al mantener la distancia interparticula constante), donde los calculos GMM
muestran incrementos de campo significativas irradiande a £33 nm. Del analisis de la
evolucion espectral para el proceso de generacion de estructuras diméricas surge gue el
mado longitudinal se encuentra a 635 nm (haciendo la analogia de un dimero con un NR),
lo gue posikilita utilizar |a longitud de onda de 633 nm para realizar experimentos SERS. La
Figura 4.2.21 compara el incremento en el espectro SERS para el dimero de 90 nm de Au
M5s irradiando a 633 nm, con los pequefios incrementos obtenidos a 514 nm. Notar gue en
el espectro 5ERS hay solamente una sefal poco intensa que puede ser asignada a un modo
vibracional de 5TV en el rango 1646 a 1675 om™ (estiramiento del enlace amida RNCIC-R),
que esta ausente en el espectro SERS de la biotina obtenida para los clusters del capitulo
anterior (Ver Figura 3.235 B) Los otros modos de wvibracidn de la proteina aparecen
solapados con modaos correspondientes a 1a bioting, pero como |a proteina esta localizada
en el medio del gap v esa es |a region de menor incremento (Ver perfil de incremento de
campo en el gap de un dimero de la Figura 1.2.1 B), estos modos poseen una intensidad

mucho menaor, siendo el espectro SERS global muy parecido al que se obtiene para el caso
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de los olusters generados solamente con biotina. Para explicar este comportamiento se
realizaron calculos de campo cercano de estos dimeros a las dos longitudes de onda
utilizadas en los experimentos, teniendo en cuenta la polarizacion del campo eléctrico a lo
largo del eje dimero. En la Figura 4227 B, se ewdencia claramente que &l maximo
incremento de campo, se bogra a 633 nm, al excitar el modo longtudinal dipolar de los
dimeras, La excitacién del modo longitudinal @ 5% nm genera un incremento de campo
insignificante, analogo a un modo transversal de un MR, Estos calculos de campo cercano
son consistentes con los resultados experimentales, y revela que la region espacial de
mawime incremento de campo se localiza en el gap entre las particulas, pero
especificamente en la superficie de las N3s que lo conforman, lo cual explica [a mayor
intensidad de las sefales provenientes de las moléculas de biotina en comparacion con las
sefiales de STV Al igual que se detallaba para & caso de los clusters estudiados en el
capitulo anterior, la comparacion de la simulacion del espectro de extincion de un dimero
con el cdlculo de mdximo incremento de campa para cada longitud de onda [MMFES),
revela que hay un considerable desplazamiento hacia el rojo con respecto al espectro de
extincion (Ver Figura 4.2.21 A, lingas violeta y naranja), Aungue el incremento a 53 nm es
casl despreciable, la extincion es significativa a esta longitud de onda, comparable a la
extincian a 633 nm, Este desplazamiento hacia el rojo de las propiedades opticas de campo
cercana respecto de las propiedades dpticas de campo lejano puede explicarse
considerando que la parte iImaginaria de [a constante dielactrica de Au tiene un valor mayor
a esta longitud de onda mas corta (514 nm), que a 633 nm, y por lo tanto una amortiguacion
mayor cuando es excitado el mowimiento electronice colective (modo dipolar), Como
consecuencia, el factor de calidad debe ser menor y el incrementa de campa muy

pequefo
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Figura 4.2.2.1 Caracterizacion de lax propicdades opticas de campo cevcane de dimeros de NSs de oro de 90 nm
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4.2.3 Aplicacion como Nanosensor Optico de Sondas Externas

Adernas de las interesantes propiedades plasmonicas de los dimeros que surgen del
ensamblado, permitiends la deteccldn de soluciones picomolares de bioting, sus
propiedades opticas también pueden aprovecharse para detectar analitos externos
nanosensor Gptics). En este punto se vuelve interesante comparar la respuesta SERS de los
dimeros wtilizando la misma sonda molecular exterma que se utilizd en kos estudios del
capitulo anterior, Rodamina B (RHB), v comparar los incrementos de dimeras con gaps de
& nm y aglomerados compactos con gaps de 5 nm. La Figura 4.2.3.1 muestra las espectros
SERS obtenidos en dispersiones coloidales de fos sustratos (dimeros y aglomerados

compactos de Au NSs de 90 nm de didmetro) con la adicicn de RHB en una concentracion

P
P
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final 107 M. Como era de esperar, hay un incremento significative en las sefales para el
colorante en presencia de los sustratos, En particular, la mayor intensidad SERS de RHB se
consigue para los sustratos diméricos. Motar que la concentracion de MNSs y de biotina es |a
misma para la generacion de dimeros y de aglomerados compactos, solo se diferencian en
la adicion de 3,6 pM de 5TV en el caso de |a generacion de sustratos diméricos. Esta
diferencia de incremento no se debe a una diferencia de concentracién del analita, por el
contranio se debe a que las estructuras dimérnicas de oro generan mayor incrementa que
los aglomerados grandes de NSs al ser iradiados a 633 nm, Esto es valido para el caso de
los sustratos estudiados, como se evidencia con los espectros SERS de RHE, pese a gue la
distancia interparticula es mayor en el caso de las estructuras diméricas generadas con 5TV
{8 nm} gue las estructuras que podrian generarse por interacciones biotina-beotina {5 nm).
En la Figura se encuentran resaltados los modos vibracionales utilizados para determinar
los factores de incremento experimentales (AEF = Ver Ecuacion 3.2.3.4). Los espectros SERS
de las dimeros de Ag NSs de 56 nm y de los dimeros en presencia de RHE se encuentran

en la seccion Anexo (Ver Figura Ad),
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Figura 4.2 31 Respuesia dptica de Rodaming B en presendia de susiratos 5EAS de MSs de oro de 90 nm. De amba a
abnaic espectro SERS de Rodaming en presencia de wna dispersion coledal de dimeros (a); especire SERS de
Rodamina en presencia de una dispersion coloidal de aglomerados compactes (B, especing SERS de Rodarming &n
presercia de una dispersadn coleidal de nenoesferas (&) espectng Raman de solucdn de Bodaming ). En 1odos &5
cascs la concentracion de Rodaming B fue T3~ B En la figuia se rmoestran las longitudes de onda de Stokes
utiizadas para &l cakuls del EFEF
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Con &l fin de realizar un andlisis cuantitative de las propiedades de campo cercano,
a continuacion se analizaran los incrementos experimentales de los espectros SERS con los
valores de incremento tedricos. Fara esto, previamente se deben calcular el AEF y el factor
de incremento tedrico EFEF Wer Ecuacidn 322311, utilizando un I, = 100 con el fin de
abarcar la regidn ocupada por la molécula de biotina en el gap. Como se menciond en &
capitulo anterior, [las seflales experimentales detectadas al utilizar biotina-HPDP
corresponden a las contribuciones de la molécula de biotina y la de piridin-2-tiona, como
consecuencia de la ruptura del enlace disulfuro. Se utilizé para los calculos el modo
vibracional de torsion de los metilenos de |a bioting 1440 o' (Frecuencia de Stokes a A =
£96 nm) y el modo de estiramiento C-5 a 863 cm” [Frecuencia de Stokes a & = 669 nm). Los
resultados para los dimeros de Au N5s de 30 nm y los difmercs de Ag NSs de 56 nm se
mugstran en la Tabla 4.2.3.1. Hay una excelente correlacion entre el AEF y el EFEF (diferencia
de un factor 5-T), teniendo en cuenta las sefiales de biotina para los dos modos de Stokes
(96 v B85 nm}. Notar, como se demostrd en el capitula anterior, gue al estar unida
covalentemente a la superficie metalica las sefiales de la biotina experimentan algon tipe
de incrementa quimice. Los valores de incrementa obtenidas con estos sustratos estan en

el orden de los mayores AEF para sustratos SERS en solucidn.™

o i Iniensidad w = ot
Composdrién (am) Anslita :EITIT iy i ALF i .EF.E'.F%.;:.:
Eiotina 653 Biotina  67xi0? x5 1459 - . .
Hiotina+Ag NS H5TY B33 Bimina T 6x10H 33 1440 (B 1200 mIDY &R6 1. 3x10®
Hinting 635 Hiouna &5 2x107 3R il £ E *
Biotina+Ag N5++5TV | 633 Biotina 7610 417 BE3 Al 659 1,7x100
Motina 65y Bigtina  9.3x10 47 1439 . . -
Ddotloa+An NEy#STV | 635 Biotina 7 2xi0V 457 1440 (1A403xI0T &85 2ax100
Biotina 633  Biolina  93z104 3B B8 - - -
Biotlna+Au X5a+5TV | 633 Bisuna  T,20000° g 63 (2109 =10" 55D 1.8=10%

Tabla 4.2.3.1 Factores de incremento SERS experimentales y tetrcos para dimeros oo Ag NSs de 56 nm y Au Nis de
H mm generados en media acyose utilizands bipbna v 5TV, AEF = factor de mcremento anadiico. SAEF . =
incremanto de campo teanco caloudado como al prodecdio dal cuadrado del incrementa de caempa & la frecueencia
ircidete (] ¥ 8l cuadrado del moremento de carnpo a la frecuencia de Stakes (o para un direns com un gap de B
rem: Todos fos EFEF fueron caloulados considerande el pramedio angular y T2100.
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Em el caso de la moléiula prueba [RHB), debido a gue las intensidades de las sefiales
SERS son miecho mas grandes que las sefiales de las moléculas que generan el gap entre
las particulas (biotina y 5TV, se efigid un modo vibracional para realizar los calculos de los
factores de incremento arbitrariamente. Sin embargo, como la molécula no se encuentra
exclusivamente en el gap, se debe usar un valor de I, tal que se considere a toda la NE

(T =9). Los valores caloulados de AEF y EFEF se muestran en |a Tabla 4.2.3.2,

] ol C Tarimaladad W &'m” "
U smpradcica () AW r*;n* ik i ) AEF () “5"’1.-.;
RHB 533 RHE (T I3 1438 . . :
BRI it kg N5 5TV | £33 RH Le bl Lik el (AARAmE TO AT
REHR £33 RHE ExiiH 1240 48 . . -
RHBMiotla+ hg S5u51V | 623 RHB bxir 15440 L E R e e [ L 4 fiie
BHB 633 BHE txi¥ TI3 1852 . . -
RITT s Minciaa b b S5 &TY LR R ixior 17ik6 11 I e N E L ERETE
RHB £33 RHE bxiF 1248 CIE] . . .
REB-Blodia+he X5s+51% | 833 RHE Lxii- 12141 o = AL [WETT

Tabla 4.2.3.2 Factores de incremento SERS experimentales v iedricos para la detecoon de Bodamna B en dimerns
da Ag M55 de 56 nm p de Au N5 de 90 emoen medio acucsn utfizands bioting y STV, RHE = Rodamings B, AEF =
factor de ncremente analiteo, EFEF., = incramaento do campo tednco cabulado como ef preducto del cuadrads
gl mcremento de camga a la frecuencia incidente (o) y el cuadrado ded incremenio de campa a b frecuenca de
Stokes (o'l para = dimero con un gacde 8 nm. Todes los SFEF fuerom caloulados conuderands el prosmedie angulal
¥ 28

Como se puede observar en la tabla, hay una excelente correlacidn entre los
experimentos v el calculo tedrico teniendo en cuenta los errores experimentales. Esto

demuestra la utilidad de estos dimeros para detectar anmalitos externos, logrando

incrementas drasticos en las sefakes SERS,

4.3 CONCLUSIONES

5& generaron con éxito mediante bioconjugacion nanoestructuras diméricas de Ns
de ora y plata utilizando la proteina estreptavidina (5TV} y moléculas de biotina, localizando

estas moléculas en el gao mediante un estricto control estequiometrico. 52 demostro que
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estas estructuras generan fuertes v reproducibles sefiales SERS de las moléculas de biotina
(factores de incremento de 10°) gque actlan como reporteros SERS, lo que implica que a
traves de |as sefiales de bioting se pueden conocer [0s maximos incrementos posibles auna
determinada longitud de onda de irradiacion {son sustratos SERS auto-calibrados). El
rendimiento SERS de estos dimeros generados por bioconjugacion se comparo con la
respuesta SERS en aglomerados compactos discutidos en el capitule anterior, los cuales se
generan por interacciones blotina-bioting en ausencia de la proteina estreptavidina. 5i bien
ambos tipos de sustratos tienen sefiales SERS apreciables para la biotina, el AEF obtenido
para los dimeros es un orden de magnitud mas grande para estructuras diméricas que para
aglomerados compactos {107 y 0% respectivamente).

Ciertamente, ka sensibilidad de deteccidn de |as sefales SERS para analitos externas
sera dependiente de las secciones eficaces Raman relativas de los modos normales de las
moléculas dentro del Aot spot tanto las meléeulas que conforman el gap (biotina y 5TV)
coma las moldcutas externas. En este sentido, se demostro que es posible [a deteccion de
un analito externs, como la Rodamina B, a concentraciones relativamente bajas (107 M) Sin
embargo, esta concentracion puede ser incluse menor ya que la intensidad de las sefales
SERS a esta concentracidn es lo suficientemente alta comoa reducir al menos uno o dos
ordenes de magnitud este limite de deteccidn (serla posible detectar concentraciones

nanomaolares de un analito externa).
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CAPITULO 5 Dimeros de Au con Interacciones

Huésped-Receptor para Deteccion

SERS Ultrasensible

5.1 INTRODUCCION

Del analisis de los Capitulos 3 v 4 surge la condusion de que para fabricar
nanosensores Opticos para ser aplicados en SERS, un punto critico es el disefio de las NEs
Con una geometria especifica de las MPs gue la componen. En este proceso de disefio, |2
eleccidn del agente enlazante entre |as NP's juega un rol fundamental. Uno de kos principales
atpectos a tener en cuenta con el fin de generar los sustratos SERS, es crear estructuras con

hot spots uniformes. Con este fin, existen dos estrategias comunmente utilizadas para
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generar ensamblados controlados de NPs: El primera de ellos implica el uso de
biomabéculas como se describid en el capitulo anterior, que tienen la capacidad de ser
enlazadores especlficos y también agentes de bio-reconocimiento que sirven para la
construccion de arguitecturas en la escala nanometrica, con un control preciso de la
posicitn de las NPs en la ME El segundo se basa en el uso de moléculas organicas como
enlazadores moleculares para generar el auto-ensamblado de las NPs metalicas, Si bien |a
sequnda estrategia conduce a la generacion de gaps mas pequefos [distancias
interparticula sub-nanomeétricas) gue cuanda se utilizan biemoléculas como conectores,
generan un meanor control sobre la arquitectura final de |a ME, y por lo general conducen a
estructuras con NPs distribuidas al azar En este sentide, ademds de la necesidad de generar
sustratos SERS mediante el auto-ensamblado de las NPs con gaps pequefios y uniformes,
¥ can un control preciso de (3 posicion de las NPs, hay otra cuestion importante que también
se debe tomar en cuenta: colocar al analito en el Aot spot 5ibien las biomoléculas permiten
tener un control preciso de la disposickén espacial de las MNPs en la NE, el gap esta
generalmernte ocupado por las moléculas que generan fa unidn entre las NPs. Uina opcion
gue permite obtener gags uniformes y sub-nanométricos, v a |3 vez permite ubicar a los
analitos en las regiones centrales del gap es el uso de macromoléculas orgéanicas, En este
sentido, el grupo Scherman propuso recientemente una nueva estrategia que iImplica & uso
de moléculas rigidas en forma de baml (cucurbifnfurio - CBIn]), las cuales poseen
interesantes interacciones huésped-receptor, Este enfogue no sélo permite generar
distancias interparticula pequedias y reproducibles {molécula rigida), sino que también
permite localizar a la molécula de analite dentro del Aor spor’™ Los cucurbit[n]urilas son
macrociclos rigidas y altamente simétricos, que son sintetizados por una condensacion
catalizada por &cido entre glicolurilo y fermaldehide.™ El esgueleto de atomos de Ty M

define una cavidad muy rigida y simétrica con un interior hidrofdbico que padria actuar
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como un potencial sitio de inclusidn, mientras que ambos portales son idénticos y estan
rodeados por grupos carbonilo, permitiende  Interacciones lon-dipole o puente
hidrogena*™ Estas propledades caracterizan a los CBlnls como una familia de
prometedores receptores moleculares, que tenen el potencial de ser aplicados para la
deteccion de una variedad de especies quimicas, tales come cationes,”" radicales

cationicos, " aniones™ y moléculas neutras *"

Hay varios trabajos en bibliografia en los cuales se han aplicado estas propiedades
de las mobéculas de CBIn] como enlazantes de MPs ™ y que han utilizado a bos aglomerados
de NPs generadcs por CB[n] como sustratos SERS para la deteccion de analitos” En ese
sentido, el grupo de Scherman ha desarrollado modelos para explicar |a respuesta dptica
de Las MEs resultantes durante el proceso de agregacion con CB[n].=* El trabajo publicada
por lones ef al presenta avances significatives en el control de la agregacién de Au NPs
con gaps pequenos (utilizando Au NRs), pero todavia no se ha logrado un control de |a
arientacion ce |las varillas, lo que afecta el acoplamiento plasmanico y en ese sentido afecta
al incremento SERS que puede generarse con esas NES™ Como se viene discutiends a lo
largo de este trabajo de tesis, las propiedades dpticas de las NEs cambian drasticamente
durante el proceso de agregacion, a pesar de mantener el tamafio de las NPs y la distancia
interparticula constantes, y esta variacion depende fuertemente de la longitud de onda de
wrachacion y la naturaleza del metal (Ver Capitulo 3)." En este sentido, si bien los gaps
pueden ser requlados de manera uniforme por la rigidez de la moléculas de CB[n], sin duda
los incrementos SERS no seran eqguivalentes en cada fat spof dentro del agregado de MNPs,
puesto que cada uno de ellos podria experimentar un entorno dieléctrico diferente
(diferente numera de NPs y disposicion geometrica alrededor del Aor spod. La variacion de
los incrementos en los diferentes gaps se debe a que se producen interferencias complejas

de bos modos plasmaénicos multipolares dando lugar a incrementos menores que en NEs
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con una geometria mas controlada (es decir, dimeros de NPs)," como se discutid en el

capitulo 4

Er este trabajo, se presenta una estrategia sintética sencilla para obtener estructuras
dirnéricas por auto-ensamblado de Au NSs en donde la region activa en SERS (es decir, &l
gap entre las NPs) consiste en uniones metal-cisteamina-CB[n]-cisteamina-metal. En este
gap, la molécula de CB[n] actta como sonda SERS y se kocaliza en la region del maximo
incremento de campo del Aot spot Esto posibilita, por medio de las interacciones huésped-
receptor de la malécula de CB[n), localizar con precision una molécula de analito en esta
region de interés. Las estructuras diméricas se generaren utilizande wn control
estequiométrico entre el ndmero de moléculas de CBIn] v el nlmero de NSs funcionalizadas
con clstearning (Cys/NSs), teniendo en cuenta el hecho de que cada molécula de CB[n]
pueds interactuar con un maximo de dos Cys/NSs. La cisteaming [Cys) es un derivado del

aminoacido cisteina y es al aminotiol estable mas pequeno.

Si bien esta estrategia de funcienalizacidn no utiliza una blomolécula, como en =l
caso del capitulo anterior donde se utilizaba la guimisorcetn de la bioting y las uniones no
covalentes del sistema de afinidad ligando-receptor Biotina-5STV, |2 estrategia planteada en
pste capitulo permite obtener una agregacion controlada mediante el aute-ensamidado de
las NPs. La metodologia propuesta permite obtener dimeros estables de NSs, utilizando los
portales de carbonido de la molécula de CHn| a través de las interacciones puente
hidrogeno con ef grupo amina protenado de las mobéculas de cisteamina adsorbidas sobre
las MSs. Esto permite generar dimeros con distancias interparticula menores que al utilizar
biomoléculas, lo cual se traduce en um mayor incremento de campo, permitienco
desarroliar nanosensores ultrasensibles. La mejora central que se presenta en este capitula,
con respecto a trabajos anteriores en los que se generan agregados de NPs ensamblados

con CBInl, es el desarrcllo v el disefto de un protocslo de ensamblado de NPs donde la
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sefial SERS se utiliza como parémetro de optimizacion, Esto permite generar un sustrato
SERS en fase acuosa con una intensidad sin precedentes y reproducibilidad, que combina
las mejores caracteristicas de las estrategias de auto-ensamblado con biomoléculas (control
preciso de la geometria de la NEs) v las propiedades de la molécula de CB[n| (ot spots
uniformes v gaps mas pequenos, v la propiedad de generar interacciones huésped-receptor
para la localizacian precisa de la molécula de analito en el Aot spof). El resultado es un
matenal casi aislado, con una respuesta SERS uniforme, gue se puede generar de manera
reproducible y que son estables en dispersidn coloidal durante varios dias. En particular se
utilizé el hamdloge de & unidades de la familia de CB[n), cucurbitfglurds (CBIB].E Sin
embargo, creemas que asta estrategia sintética puede ser facilmente extrapolada sin mas
complicaciones a los ofros homdlagas (CB[Y] v CB[8]), amphando la pasibilidad de estas
MEs de ser aplicadas a la deteccidn ultrasensible por SERS de mas de una molécula huésped
por cada receptor, debide al aumento del didmetro de la cavidad interna gue presentan los

otros homblogos de CB[n]."

52  RESULTADOS Y DISCUSION
5.2.1 Formacion de Agregados Descontrolados Ensamblados con CB[6]

En esta seccion se discutiran las propiedades generales de los agregados
descontrolados generados por ensamblado directo con maléculas de CB[B]. EI CB[E] &5 un
macrocilo gue contiene & unidades de glicolurilo con los siguientes parametros
estructurales (Esquema 5.2.1.1 A): diametro de portal: 0,39 nmy; didmetro de la cavidad: 0,58
nm; volumen de la cavidad: 16.4 nm’; diametro externo: 1,44 nm; v altura: 0,91 nm.® Los
portales de carbonilo ricos en electrones pueden interactuar a través de transferencia de

carga con la superficie de las Au NSs lo cual conlleva al ensamblado, debido a la ganancia
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entalpica de las interacciones carbonllo-oro y la ganancia entropica de la liberacion de
mobéculas de agua alrededor de los portales del CBI6].' Como se menciond anteriormente,
el ensamblado directo de las WPs de metales nobles con CB[n] genera agregados
descontrolados cuya estabilidad depende de la concentracion final de CB[n] que s& aflade
durante el proceso de agregacion; cantidades comparables de CB[n] y MN5: produce un
rapido proceso de agregacion que conduce a la formacion de un precipitado después de
algunas haras (2-3 haras) de la adicidn de CB[n] (Esquema 5.2.1.1 B), mientras que la adicion
de un exceso considerable de CB[n) da luger a la formacion de estructuras metaestables
debido a las interacciones repulsivas entre las moléculas de CB[n] sobre superficie metalica

[Ezquerna 5.2.1.1 L)
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Esquema 5.2.1.1 Ssquema sintétios donde se pusde aprecias ks esirasegias de funcionalzacion para generar
agregadas de M5s con suowbitinjunlo, &) Pardmetos geometricos e o mokicula de cocurbitfElurilo, Etrategias
enconfradas an bibliografia para la generacitn de agregados de A WSS con CE[R): B) La mercla da canbdades
comparables dia Ay NSy CB[n] peneran agiomerados descortnoladas y Snalmente a la precigracion o las NEs. C)
Ublizar conoentraciones altas de CBJn] [eacess) da lugsr & la larmacidn o strudlurds Con una estabidad relatrea
sceptable pero con wn desempefio corma Sustrato SERS pobre
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Primero vamos a discutir el comportamiento dptico de los agregados
descontrelados obtenidos por mezcla de cantidades comparables de CB[E] y NSs, La Figura
5211 A muestra la evolucion espectral de campo lejano a diferentes tiempos luego de la
adicién de CB[B] (concentracidn final = 7x 10" M). La principal caracteristica a ser notada es
la aparicion de uma segunda banda a mayores longitudes de onda que se corre
gradualmente hacia el rojo y se ensancha, v luego disminuye su intensidad hasta
desaparecer del espectro (no se observa excitacion plasmaonica). Este comportamiento
aptico indica, como ya se discutio en los capitulos anteriores, un proceso de agregacion
descontrolado,” como se confirmé luego mediante el analisis de las imagenes TEM a los 30
minutos de |a adicion de CB[6] (Figura 5.2.11 B). Como puede verse a partir de la evolucidn
espectral que se muestra en la Figura 5211 A, y comparando el color de la dispersidn
cokoidal de NSs en el momento inicial de la agregacién y luego de 2 haras de la adicdn de
CB[6] (Figura 5.2.1.1 C), se puede inferir que la dispersian coloidal es inestable y da lugar a
la formacion de un precipitado. 5i bien estos agregados descontrolados permiten obtener
un espectro 3ERS de las moléculas de CBI6] luego de 30 minutos de tiempo de reaccion
iFigura 5.2.1.1 D), no implica que estos agregados sean buenos candidatos como sustratos
SERS. Esto se debe a gue las propiedades &pticas cambian dramaticamente durante el
proceso de agregacion, como se deseribid en el capitulo 3.7 Adn mds, el hecho de que no
hay control sobre el ndmero de NEs ni en a geometria de la MEs a cada tiempo de reaccidn,
vuelve muy complejo el utilizar esta estrategia de auto-ensamblado para generar sustratos
SERS reproducibles, v realizar una deteccion cuantitativa. Los resultados mostrados en la
Figura 5.2.1.1 estan de acuerdo con el trabajo previo realizado por el grupo de Scherman,
donde estudian el componamiento dptico durante la agregacidn de NPs en presencia de

peguefias cantidades de CB[S], CB[7] y CB[&]**
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Figura 5.2.11 Caractenzaciin morfoldgea ¢ dptica de nancagregados generados utfizands concentracionss
corrparables da M5y CBE]. A) Evoluddn de los espactros de estincion a diferentes tlempos guramte 2l progeso de
agreqacion para rancagregados de Au MSs de 76 nm de dedmetro leego de adcorar CB{G] (64ET07" M) 8) Imagen
TEM representativa obienida a los 30 minutos de fz adicion de CBJ&]. C} Imagen de la dispersidn colowdal andes {inicial)
¥ lego de |a adicdn de Calh] (3 horas). D) Espectra SERS de la dispersion colaidal chierido & los 30 minsos da la
aifcian de CE[6].

Como se menciond anteriormente, un exceso de moléculas de CBln] puede dar
lugar a la formacion de agregados mas pequerios v mas estables que los generados en el
proceso de agregacion recien descripto (es dear, a mayor concentraciaon de CB{n] este actia
probablemente como un agente estabilizante rodeando completamente a las Au N3s). La
formacion de agregados mas pequefios se puede apreciar comparando las imagenes de
TEM de los agregados generados por CB[6] (concentracidn final de 70 M) (Figura 5.21.2
A con la imagen TEM de los agregadas generados con cantidades comparables de CBJ6] y
M5s (Ver Figura 5.2.1.1 B), ambas imagenes tomadas al mismo tiermpo de reaccidn (30
minutos). La evolucion de los espectros SERS de CBI6] durante s agregacion de las Au NSs

58 muestra en la Figura 5.2.1.2 B. Como se puede observar, la intensidad de las sefiales de
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SERS permanece casi constante al menos durante 45 minutes, tiempo suficiente para levar
a cabo analisis SERS cuantitativos (el tiempo de medicion promedio para espectros SERS de
sustratos en dispersidn cololdal es de 15-20 minutos, para tener un relacidn sefalfruido
adecuada), Sin embargo, como $e verd mas adelante, los incrementos SERS producidos son
mucha menores que en MEs controladas (dimeros). Este resultado esta de acuerdo con &l
trabajo previo realizado por el grupo de Scherman donde estudian la formacion de

agregadas dindmicos de NPs en presencia de un exceso de CB[51]
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Figura 5.2.1.2 Carsctenizacion morfebbaica v dptics de campe cescano de nanoagregados generado: utiEzande
exceso e CAlG] A} B) Imidgenes TEM regresentativas obtenidas a los 30 mirutos de la adickde de CBIE] (3,020 M.
8) Evolucon de los especiros SERS de CES) durarme |3 agregacicn de la dspersion coloidasl (Panel Supenor), y
vanacion temporsl de la imensidad de dos modos normales Raman de la molécula de CB{G] (Fanel Inferion

5.2.2 Formacion de Dimeros de N5s por Auto-Ensamblado Utilizando CB[6]

Comeo se indice anteriormente, las moleculas de CB[n] son rigidas, y tienen una
forma que se asemeja a un barril que les permite tener interacciones huésped-receptor, lo

cual puede ser aprovechado para localizar a la molécula de analito dentro dal Aof spof en
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gaps sub-naromeétricos, Estas propiedades hacen que esta molécula sea un buen candidato
para ser utilizada como enlazador de NPs para generar sustratos SERS ultrasensibles. Sin
embargo, a pesar de la cantidad de estudios que se han realizado con esta molécula, no se
ha utilizado para generar sustratos 5ERS estables con Aof spots controlados, que son [os
requisitos deseables en el desarrolio de nanosensores SERS ultrasensibles para realizar
analisis cuantitativos, La razén principal de esto es que las interacciones que se establecen
entre los carbonilos de los portales de las moléculas de CB[n] y la superficie metalica son
interacciones déblles, que imposibiltan la formadén de NEs con un control geométrico
preciso (Ver Figura 5.2.12 A). En ese sentido, en este trabajo se propone una nueva estrategia
basada en una modificacion superficial de las NPs con un agente protector, previo a la
adicion de CB[n], que permite establecer interacciones fuertes con la molécula de CBn), y
por ko tanto puede ser utilizado para direccionar el ensamblado de forma controlada. La
pstrategia de sintests para obtener homodimeros de Au NSs consiste en la modificacion de
la superficie metalica con moléculas de Cys, previo a la incubacién de las NSs con CB[E]
(Esquema 52.2.1 Al La madificacién de la superficie se lleva a cabo en presencia de un
agente reductor (dcido ascorbica), gue cumple la funcidn de romper los enlaces de disulfuro
gue podrian establecerse entre las moléculas de Cys, acelerando el procesa de
funcionalizacidn Las Cys/NSs tienen un potencial positive debido a la protonacion de los
grupos aming de la molécula de Cys al pH de trabajo (pH = 6-7), Estos grupos cargados
positivamente interactdan a través de puentes hidrégeno con bos grupos carbonilo en los
portales de las moléculas de CB[6]. Utilizande el control estequiométrico entre la
concentraciin de Cys/NSs y CBIE] (relacidn molar 27), se pueden obtener homodimeros Au
MSs con un rendimiento relativamente alto, con un gagde 18 nm gue permite obtener hat

spots reproducibles (Esquema 5.2.2.1 B).



Juam €. Frakre — Tesis Dactoral | 1359

Cirtpaminal®

A . . “ ;Mo sain g Q
ClNPs  cucurbilnlurle 24
A Dimeros
YRR » Q

Esquema 5.2.2.1 Escpuema sintiico donde se puede apreciar las estrategias de funclonalzacidn para generar dirmens
e M con cucurbit|n]uibe, A} Funcionabeacidn superfioal de bas Mhs con osteaming (Dve/NSL), B) Ensamblada
cortralado de Cys/MSs utibzando CB{n] que da ligar a estricturas diméncas con ura distancs mterparticula o 18
nm. La formacidn prafarencial de dinmenss se debe al contral estequisrmbtieg entre CyiMSs v CB[a) (relacidn molar
29

La estabilidad de la dispersidon coloidal Au NSs fue comprobada utilizando los
reactivos por separado, acdo ascorbicoy Cys (Ver Figuras A5 Ay B en la Secaion de Anexo)
Como puede verse en la Figura, |a evolucion espectral no muestra |a presencia de una banda
secundaria con respecto a la banda de resonancia plasmonica del monamero. La evolucion
espectral de la dispersidn coloidal de Cys/NSs después de la adicién de CB[B] se presenta
an la Figura AS C de la Seccidn Anexo, Las mediciones del potencial zeta promedio antes
£ = =19 mV) v después de la funcionalizacion con Cys (£ = +117 mV) confirma la
funcionalizacian de |a superficie de las MSs con Cys. Es importante tener en cuenta gue el
potencizl zeta positivo, luego de la funcienalizacion superficial, es relativamente bajo y sdle

genera un nivel moderado de estabilidad coloidal, Sin embargo, la presencia de una banda
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secundaria en el espectro de extincidn solo aparece cuando se afade CB{6] en una
cancentracion final de 665x10" M (relacidn molar Cys/MSs v CB[B] 211}, es decit, la
funcianalizacion de las N3s con Cys no praduce ningdn proceso de agregacion en sl

La caracterizacion morfoldgica de los dimeras formados se efectud por medio de
las imagenes TEM tomadas después de 30 min de la adicidn de CB[6]. El analisis TEM
muestra un alta porcentaje de NEs diméricas como se puede apreciar en la Figura 5.2.21A
La estadistica de |as diferentes clusfers ensamblados de MSs, realizada mediante el analisis
de mas de 400 MEs en las imagenes TEM, revela que se obtienen preferencialmente dimeros
(38%) junto con monomeras, siendo [a presencia de agreqgados de mayor tamano casi
insignificante. E| espectro de campa lejana (extincidn) obtenido luego de 30 min de |a
adicion de CB[B] se muestra en la Figura 5.2.2.1 B, La aparicién de una segunda banda 2
longitudes de cnda mayores indica la formacian de clusfers de N5s, como consecuencia ded
acoplamiento plasménica. En este case, como se pudo confirmar por TEM, los clsters
formadaos son dimeros de NSs. Otra evidencia concluyente de la formadon preferencial de
dimergs, se obtuvo mediante la correlacidn entre la teoria electrodinamica y los
experimentos. Al igual que en caso analizado para la formacion de dimeros con Biotina-
STV {Ver Capitulo 4 Seccidn 4.2.7), se puede modelar el espectro de extincion tetrico de un
dimere en dispersin cololdal promedianda la eficiencia de extincidn (Qg) en funcidn del
angulo del eje del dimero y el vector de campo eléctrico (8), y considerando el area efectiva
proyectada en el plano a cada dngula (les dimeros rotan en dispersion coloidal). El espectro
de extincidn tedrico (seccidn afficaz die extincidn simulada - agg) de un dimero de Au NSs
de 76 nm con un gag de 1.8 nm se muestra en la Figura 5.2.2.1 €. La banda secundaria mas
ensanchada en los experimentos, en comparacidn con el espectro simulade, padria ser
consecuencia de que las NSs sintetizadas no son completamenta monodispersas en tamano

y tambsen a la presencia de pequefias cantidades de agregados mas grandes. 5in embargo,
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las intensidades refativas y la posicion de los maximos de ambas bandas concuerdan de

manera excelente con el espectro simulado,
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Figura 5,221 Caractenzacian morfoléges v aptica de os dimeros de Au MNSs de 76 nm de didmetro enlazados con
CR{EL A) Imagenss TEM repres=niativas de campo i!l.rr'plin (Paned [2guierdel, & histograma ae la distrdsickin - de
nanoesirEaciuras (porcartaes obtenkios del andbss de 400 WEL) I:F'un:| Derecho). B] Espectno de especirod de
extingdn de la dissersion coloidal de dimeros chitenido a los 30 minetos de la adicion e CBIS) (Faned [2guierdo), &
rn&genes TEM reprasentativas oe ks dimeros formados (Pansl Derechio). C) Secoidn eficas de extingon praomedio
de kes dimeros (Paral [zguiendol, v b eficencia de axtincidn del dimens en difprentes crientacones (un promedio de
i de 8 omencaciones diferentes) (Panel Central v Paned Derecho). Las simulaciones del dimaro da & M55 de 76 nm
de dismetre con un gao de 18 nm se realizaron uilizends GhM,
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5.2.3 Caracterizacion de Campo Cercano de las Estructuras Dimeéricas

El enfoque sintético presentado en este capitulo para generar dimeros de MNas con
gaps rigidos y constantes, representa una nueva metodologia para obtener sustratos SERS
auto-calibrados Esto se debe a que la molécula de CBIE] es activa en Raman,” y esta situada
dentro del gag, donde se generan los maximos incrementos de campo. La intersidad de la
sefial SERS a 814 cm™ y la intensidad de |a sefal Raman en B33 e, que coresponden al
mismo modo de vibracidn de la molécula de CBIE] (deformacion N-C-N v el modo de
oscilacidn de CH,), son comparables en magnitud de intensidad a pesar de que las
concentraciones de CB[6] utilizadas para obtener los espectros fueran de 1.35x10% M para
Raman y 66710 M para SERS en la dispersién coloidal {Figura 5231 A). Ademas, la
intensidad SERS comespondiente a este modo de vibracion se mantiens casi constante a lo
large de 30 dias (Figura 5231 B y C). La intensidad, estabibdad y reproducibilidad sin
precedentes de las sefales SERS obtenidas con estas NEs diméricas representan la mejora
fundamental de la estrategia de funcionalizacion presentada en este capitulo con respecto
a trabajos anteriores realizados con moléculas de CB[n]. El modo de vibracion en los
espectros SERS a 630 cm”' comesponde a la molécula de Cys y no sera considerado en el
analisis.

El espectro SERS de la dispersion coloidal de dimeras adquirida en el rango de 800
e a 1800 e esta disponible en la Seccidn Anexo (Figura AB), donde se muestra que las
sefiales SERS detectadas corresponden a las contribuciones de CB[E] v Cys, comparando el
espectro SERS experimertal con el espectro Raman de Cys y con el espectro simulada
usando calculos mecanocuanticos (Ver Figura AB A v B en la Seccidn Anewo). 5 bien las
sefiales de SERS de Cys podrian ser un factor imitante para aplicar estos dimeros come
nanosensor aptico, va que pueden solaparse ligeramente con las sefales de una molécula

potencial de analito, se demostrara que no es un impedimanto para la deteccion de analitos
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externos. Como se discutird mas adelante, la reproducibilidad v la estabilidad de los
sustratos diméricos nos permiten procesar bos espectros para obtener las sefiales SERS de
las moléculas del analito solamente, Para explicar la diferencia en el ancho de las senales
SERS y Raman de los madas de vibracion de la molécula de CB[E] hay que senalar que en
etpectroscopia existen dos fuentes principales de ensanchamiento de los picos: un
ensanchamiento homaogéneo que tieng su origen en las interaccionas anarmonicas
intramoleculares y es una propiedad fundamental de las vibraciones de una molécula
aislada, v por otro lado un ensanchamiento no homogéneo gue as representativo de una
poblacién de moléculas y sus variabilidades inevitables en diferentes lugares de la muestra.®
Por lo tanto, el ensanchamiento no homogéneo se debe a las interacciones intermoleculares
o a interacciones ligeramente diferentes con un sustrato, ya que las interacciones con la
superficie pueden producir pequefias perturbaciones en |a estructura electranica de las
maoléculas adsorbidas. Por otro lade, el ensanchamiento homogéneo esta refacionado con
las interacciones anarmonicas que juegan un papel fundamental en las vias de relajacion
vibracionales hacia el equilibrio, es dedr, en como se distribuye [a energia una vaz gue una
vibracian ha sido excitada. Las interacciones anarmonscas intrinsacas tienden a dominar las
vias de relajacién vibracionales para muchas moléculas, pero las interacciones con el
sustrato pueden proporcionar vias adicionales gue dominan la relajacion en los demas
casos, La dependencia de la temperatura del ensanchamiento homogéneo de un modo
vibracional en Raman proporciona informacion sobre el acoplameento anarmanico de ese
modo particular con &l resto de las vibraciones y/o con el sustrato.” Debido a que las NPs
son emisores de luz muy ineficientes, casi toda |a energiz abserbida se convierte en calor,™
En ese sentido, la sefial SERS mas ancha en comparacion con la correspondiente sefial
Raran {tanto SERS coma Raman correspandientes a la deformacian N-C-N y oscilacién de

los CH, de la moléculs de CB[B]} podria atribwrse principalmente a los efectos de
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calentamiento gque acompanian a la excitacion LSPR cuando se irradian las NPs. Este
calentamiento puede afectar los modos de vibracién de las moléculas situadas en los gaps
de ks dimeros de NSs, y también a las pequefias perturbaciones introducidas por

interacciones con |a superficie en |a estructura electranica de las mobdculas adsorbidas.
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Figura 5.2.3.1 Caracterizacion de bas propiedades opticas de campo cevcana de dirmeres de MN5s de oo de 78 nm
gererados con CREGL &) Eqpectia SERS de CEIA] obtenidos rradiando 8 633 nm & una disperssdn codsidal de dimeras
[conceatracida oe CEIE] = EET10" M), y espectro Raman de ung solucadn 10 mdd de CB[B]. B} Evolucidn espectral
SERS v estabidad o la sefial en una depersitn coloidal de dimerss genarades con CBIE). C) Estabilidad de ks sefal
SERS del o vibraciongl de la molécula de CE(6] & 804cm.

5.2.4 Aplicacion de los Dimeros como Nanosensor Optico de Sondas Externas

Hasta ahora, hemos demostrado ef potencial de estas MEs diméricas como sustratos
SERS Utiles para ensayos analiticos. Aun mas, la gran rigidez y simetria de la molecula de
CB[6], que posee una cavidad interna hidrofobica, actda como un sitio potencial para la
inclusidn supramolecular en la regidn de madma incremento de campo de los dimeros
{interacciones huésped-receptor). Yendo un paso mas alla, se puso a prueba el rendimiento
de estas estructuras diméricas para detectar paraquat (1,1'-dimetil-4,4'-bipirdinia), también
conocdo como metd woldgeno (MV). Esta molécula fue seleccionada, ya que es un
herbicida de amplic espectro que es téxico para los humanos y puede causar
envenenamiento agudo e incluso muerte cuando se ingiere en altas dosis, y también se

sabe gue causa enfermedades del higado, pulmon vy de corazén’™ A pesar de estas
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desventajas para la salud, el MV tiene muchas propiedades agroguiricas ventajosas
inigualabdes por cualguier otro hertbicida, por lo gue es uno de los mas utilizados, es un
herbicida de contacto no selectivo, que se inactiva rapidamente en contacto con la mayoria
de tipos de suelo ™ Por este maotiva, no deja residuos bioldgicamente activos en el suelo,
lo que posibilita la siembra casi inmediatamente después de rociarlo, ™ Debido a su uso
generalizado, se han utilizado diversas técnicas para la determinacion de MV
espectrofotometria, cromatografia, polarografia, y radio-inmunoensayo.™ Los métodos de
analisis desarrollados con estas técnicas son generalmente lentos debido a la necesidad de
un pretratamiento de la muestra. Por esta razén, han sido reemplazados por sensores
potenciométricos, con limites de deteccidn de alrededor de 10°° M. Avances recientes han
mejorado el limite de deteccion a alrededor de 1077 M, utilizando las propiedades huésped-
receptor de las moléculas de cucurbit[8lurile por técnicas basadas en la formacién de
complejos de indusion v la deteccion de las sefales de fluorescencia™ Sin embarge, los
métodos de fluorescencia no dan suficiente informacion espectroscopica para la
identificacitn de la molécula huésped, Io cual es una desventaja cuando se trabaja con
muestras reales debido a la complejidad de ka matriz. Por el contrario, las técnicas de SERS
praporconan las *huellas dactilares” de los modos de vibracion de las moléculas situadas
an los for spors cuyas frecuencias e intensidades relativas son intrinsecas al analito
especifico a ser identificado. Por esta razon, s& han realizado recientemente algunos
psfuerzos para la detecoion de MY por SERS utilizando agregados descontrolados de Ag
MFs, generados usando KNO,, pero los limites de deteccidn obtenidos hasta la fecha son
inferiores a los obtenidos por la técnica de fluorescencia ® Este rendimiento pobre en SERS
es probablemente debido a la falta de control sobre la geometria del sustrato plasmanico.
Como ya se discutio en capitulos anteriores, los agregados descontrolados dan lugar a

incrementos de campo relativamente bajos, debido al acoplamiento complejo de los
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diferentes modos plasmonicos y al aumento de la cantidad de radiacion dispersada por el
sistema, ko cual disminuye la energia disponible para crear fof spois Las limitaciones de las
técnicas convencionales en comparacion con los métodeos SERS, que requieren un
procesamiento de la muestra practicamente nulo y poseen una sensibilidad superior, fusron
la motivacion para poner a prueba |as capacidades de deteccion de las estructuras dimericas
presentadas en este capitulo.

El espectro SERS experimental de una dispersion coloidal de dimeros conteniendo
MY se muestra en la Figura AT de la Seccion Anexo. Los dimeros se generaron luego de
incubar e CB[&) con MY [concentracion final de 1x10™ M), En la Figura tambien se muestra
&| espectro SERS en ausencia de MV con fines comparativos. El espectro gue resulta del
procesamiento de las sefiales de la Figura AT por sustraccidn directa se muestra en la Figura
5241 La imensidad de la sefial SERS a 1636 cm” y la sefal Raman a 1653 cm’,
correspondientes al mismo modo de vibracion de |a molécula de MV {estiramiento C=C y
flexion de CH,), asi como la intensidad de la sefial SERS a 1284 cm ' v |a intensidad de [a
sefial Raman a 1300 cm’, correspondientes al mismo modo de vibracion de la molécula de
MY (respiracion del aniflo y estiramiento C-C), son comparables en magnitud a pesar de la
diferencia en las concentraciones utilizadoe para obtener los espectros: 1.6:10° M para el
espectre Raman y 1.0x10" M para el espectro SERS. Bl evidente acuerdo entre el espectro
SERS, ef espectro Raman y el espectro simulado obtenido por calculos mecanocuanticos,

correbora que estos modos comresponden a la molécula de MV
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Figura 5.2.4.1 Aplicacion como nanosensar dpioo de dimencs de N5 de oro da 76 nm generadios con CH[G] &)
Representacisn siquematica de b inclusidn de fa mobdoula de metil siolégera (M) en b cavidad de la mokicuda de
CE[E] v la estrategis experimental utilkzads para la coantifcacidn de MY por SERS, B Espectro SERS de MY obtenido
imadiando a £33 nrm & ung digpenadn ooloidal de dimenos {ooncentracan de MY = 10 pkd), especiro Raman de una
solucidn 1 mdd de BV, ¢ sipecine Raman caloulado de la moldcula de MV por métodos Ad-inia

Como se viene discutiendo a lo largo de este trabajo de tesis, una medida
cuantitativa experimental de las propieclades opticas de campo cercano se puede obtenar
a traves de una comparacion directa entre los incrementos de las sefiales SERS
experimentales (AEF — Ver Ecuacion 3.2.3.4) y tedricos (EFEF - Ver Ecuacidn 3.2311), La
mejora sobresaliente en |3 respuesta SERS de las MEs dimeéricas generadas por e
procedimierto  descripto en este capitulo, en comparacion con los agregados

descontroladas generados utilizando una concentracon en exceso de CB[E] (Ver Figuras
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52318y 5211 C, respectivamente), se puede apreciar comparando el AEF obtenido en
cada caso (Tabla 1). Como puede verse, el valor AEF es considerablemente bajo {alrededor
de 10°) para el caso de los agregados descontrolados. El valor de incremento que se obtiene
con estos agregados descontrolados es ain menor que los valores de AEF reportacos para
analitos externos en dispersiones coloidales de MEs generadas por métodos mas complejos
o incluso geperadas sin ningun tipo de control en el ndmero de N5 y distancias
interparticula (AEF aproximadamente de 10%."* Por otra parte, se obtiene una mejoria
extraordinaria, de 10' a 10°, en los incrementos SERS usando la estrategia de sintesis
presentada en este Capitulo para generar MEs diméricas, Este incremento es incluso mayor
gue el obtenido para las sefiales de biotina en dimeros generados con STV-biotina descripto
en el capitula anteror (AEF = 107)

Fara realizar una comparacion mas realista con los experimentos, se calculo el EFEF
utilizando diferentes fmites inferores de incremento (T} Como se describio en el capitulo
3, el aumenta I, eleva el valor de EFEF. Las regiones de mayor incremento se logran en
los frof spots entre las MNSs en un area efectiva ocupada por la molecula de CB[n. Por lo
tanto, las sefiales SERS experimentales no pueden atribuirse solamente a la pequena regidn
de maximo incremento generada en los gaps (es dedr, en un Onico punto de la cuadricula
de simulacién). Un procedimiento mas adecuado consiste en calcular ef incremento
promedio correspondiente a la zona ocupada por la molécula de analito, Despugs de varios
ensayos, se determind que la regidn con incrementos [, = W genera un hot spatde un
tamafio comparable con el drea moléoula (162 nm®), Otra cuestion que debe ser
considerada es gl hecho de que los dimeros estan en una dispersion coloidal con una
polarizacidn incidente aleatoria. Por lo tamio, e EFEF debe promediarse en diferentes

angulos entre el gje de dimero y el vector de campo eléctrico de la radiacidn incidente.
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Tabla 5.2 4.1 Facbores de incremento SERS scperrreriales para la deteccitn de TBIE] oo A M58 de 76 i #n miedio
stunis. CHE} = Cucurbitifurilo. Cydfdu WSS = Au NSY luncionalizsdas con dsteaming (Cyd). AEF = faclor de
mCraments ansliico

El EFEF calculado teniendo en cuenta el area efectiva del hor spof v el promedio
angular se compard con el AEF para los dimeros sintetizados, encontrandose una excelente
correlacin, ambos teniendo factores de incremento de 10° {Ver Tabla 5.2.4.2). Este valor
esta dentro del maximo de valores registrados para sustratos SERS en solucién acuosa %
El maximo incremento tednco (teniendo en cuenta el punto de maximo incremento an la
grilla de simulacion) de los dimeros es mayor que el AEF exparimental por un factor 10. Este
podria considerarse coma un limite superior al incremento experimental que puede ser
obsarvado. Una comparacion mas correcta con los exparimentos se logra calculando el EFEF
que tiene en coenta el area efectiva de la molécula. La Tabla 5.2.4.7 también muestra los
resultados del AEF para la deteccion SERS de MV usando los dimeros como nanosensores,
junto con el EFEF del dimerc de Au N5. La excelente correlacion entre el AEF expenmental
de la molécula de MV con el AEF experimental de la molécula de CB&] y el EFEF del dirmera,
siendo todos alrededor de 10°, sugiere que la deteccidn de MV sa consigue debido a las
mateculas dentro de la cavidad de CB[B]. El hecho de que los AEF de los dimeros en ausencia
y en presencia de MV poseen aprovimadamaente el mismo valor, sugiere que no hay ningun
cambio significative en |a distanca interparticula debido a la presencia de una moiecula
huésped en el interior de 2 cavidad de la molécula de CB[B]. Esta caracteristica tambsén se
comprobd mediante la comparacion del espectro de campe lejano de la dispersion coloidal
de dimeros en presencia y ausencia de MV (Ver Figura A8 de la Seccion Anexo), ya que en

ambos casos, a posicidn de |a resorancia LSPR longitudinal del dimera se mantiene a |a
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misma longitud de onda. De acuerdo con los calculos del EFEF, el incremento SERS legrado
podria mejorarse aln mas s se rradia a 684 nm (Ver Figura A9 de la Seccion Anexo, donde
s& muestra una comparacion del espectro de extincion y el MNFES para un dimera). Sin
embargo, se consigue un incremento apreciable al utilizar el laser a 633 nm dispenible en

el microscopio confocal Raman {sélo un factor de 4-10 mas peguefio que el incremento

maxirmao)
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Tabla 5.24.2 Fatiores de mcremento SERS experimentales para la deteccion de CBIG] v de analios externos en
dimeros de Au M55 ge TH rmeen medo acuesn wilmanda CB[E] v Cywi/MEs CRIE] = Cucwrhit]Blurila CysiAn hhs = g
M35 furdionalizadas con osteammna (Cysh My = Metil Viokigeno, AEF = Faclor de increments araitico. EFEF . =
factor de Incremenio eleciromagnetes considerando &l mdimo ircrementa. EFEF, = factor de mcrements
ebectromagréticn promedio consideranda § polareecares diferentes y T 2> 500

Por Gltimo, a pesar de que las sefales SERS de la malécula de Cys podrian dificuloar
la deteccion de analitos externos, se demostrd que un simple procesamiento de fas sefales
permiten obtener ef espactro del analito (en este caso detectamos MV como prueba de
concepto). Motar gue debido a la débil relacidén sefialfruido para el espectro de MV, la
deteccion de esta molécula en una muestra real, donde otras moléculas pequefias podrian
formar complejos de indusidn con CB[6], podria afectar & limite de deteccion. La refacion
sanal/ruido obtenida se relaciona con [as sefales SERS de Cys, va que s8 superponen oon
las sedales de la molécula de MY, Sin embargo, hay una “ventana abierta® en el espectro
SERS de los dimeros en rango espectral entre 1100 om™ y 800 cm™’, que esta liore de estas
limitaciones de deteccion, Esta caracteristica convierte a estos sustratos diméricos en
excelentes candidatos para la detecoon de muchos hidrocarburos policiclicos aromaticos

(PAHs), ya que estas moléoulas tienen sefiales muy fuertes y caracteristicas alrededor de

1000 c”' {modos de respiracion del anillo). El interés en los PAHs s2 debe a que son una
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clase de contaminantes que deben ser controlados a concentraciones ultra bajas, por lo
que se requiere de tiempos de muestreo larges y pre-concentracion de la muestra para
obtener sefiales adecuadas utilizando los métodos convencionales mencionados
anteriormente, En el caso de CB[B), el pequefio portal solo permite la interaccidn de
moléculas pequefias con la nanocavidad hidrofébica. En ese sentido, estudics previos
dernostraron que CB[6] puede formar complejos con pireme (PYR)® el cual es el principal
compuesto representativo de los PAHs, como se indica en el diccamen cientifico de la
Comision Técnica de Contaminantes de la Cadena Alimentaria: PYR estd presente en todos
las mezclas de PAHs en concentraciones relativamente altas (2-10% de los PAHs totales),
Ademas, trabajos previos muestran el potencial de la utilizacion de las interacciones
huésped-receptor de |a cavidad hidrofobica de CB[8] para caracterizar estas moleculas.® La
estrategia de sintesis gue se desarrolla en este capitulo podria ser aplicada facimente con
otros homdlogos de CB[n|, en particular CBI8], sin ningin cambio significativa en la
sensibilidad y grado de incremento SERS de los sustratos diméncos analizados en este

trabajo con CB[G].

3.3 COMNCLUSIONES

La princpal contribucion de este trabajo es el desarrollo de una estrategia
repraducible de sintesis para obtener NEs plasmonicas diméricas estables, que dan lugar a
altos incrementos SERS. Las MEs dimericas conservan las propiedades huésped-receptor del
macrociclo, con la capacdad potencial de detectar amalitos en concentraciones
picomolares. En ese sentido, se generaron NEs dimeéricas de Au N5S auto-calibradas para
aplicar en deteccitn por SERS, wsando cucurbitiBlurilo como agente enlazante. La

estabilidad de la dispersion coloidal de dimercs, en conjunto con el rigureso control de la
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distancia interparticula entre |as N5s {gap = 18 nm), permitieron generar sustratos SERS con
hot spors uniformes. La novedosa estrategia sintética se basa en un estricto control
estequiomeétrico entre el CB[6] v las N5s funcionalizadas con Cys {Cys/MN3sl, Hemos
demostrado que estos sustratos diméricos permiten obtener sefiales SERS fuertes vy
reproducibles para la molécula de CBIE], con factores de incremento de 10% (uno de los
incrementos SERS mas altos logrados para sustratos SERS en solucion acuosa). Estos
sensores son auto-calibrados en el sentido de que cada vez que se sintetizan los dimeros,
se puede determinar el méximo incremento por medio de las sefales de la molecula de
CB[E]. gue actia con sonda interna. Ademas, la capacidad de estos sustratos diméricos para
detectar una molécula de analito externa fue demostrada mediante las propiedades
huésped-receptor de la molécula de CB[n). En este caso se identificd y cuantificd la
presencia de un herbicida ampliamente utilizado (MV), detectando una solucidn de 16107"
M, I que supera en varios drdenes de magnitud de los limites de deteccidn anteriormente
reportados. Por ultimo, es importante resaltar el excelente acuerdo entre el madelado y los
experimentos, 1o que nos permitio explicar el complejo comportamiento de campo cercana
y lejano de estos dimeros, indicando que la geometria v la distancia interparticula asumidas
son correctas. Ademas, |a simulacidn de la respuesta de campo cercano de estas estructuras
dimeéricas nos permitid explicar el AEF, al considerar promedio angular y & area efectiva del

Incremento,
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CAPITULO 6 Nanosensor Plasmonico Tipo

“Sandwich” Ultrasensible para

¥

la Deteccion de Biomoléculas
(IDILA)

61  INTRODUCCION

El progreso en la sensibilidad de los transductores opticos en combinacién con la
especificidad, afinidad y versatilidad de las interacciones biomoleculares ha impulsado el
desarrcllo de una amplia variedad de biosensores opticos con aplicaciones en diversos
campos, mcluyendo el diagnostico clinico, la ingenieria biomolecular, el disefio de farmacos,
el control del medio ambiente, etc' Los nano-biosensores dpticos disefados wtilizando
metales nanoestructurados permiten cubrir las necesidades de analisis y de alho
rendimiento en el diagndstico, debido a las propiedades dpticas que surgen de la
excitaciones LSPR. Como se discutio en la Parte 2 de este trabajo de Tesis, los incrementos
de campos electromagneticos creados en los Aot spots, que se producen dentro de los

agregados de MPs, permiten incrementar en varios ordenes de magnitud la seccion eficaz
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de procesos opticos inelasticos, dando lugar a sensores SERS (Ver Esquerna 611 A). Como
se detalln en los Capéitulos anteriores, se estudiaron los diferentes factores que permiten
controlar |a respuesta SERS de un sustrato plasmanico, y se generaron diferentes estrategias
que permitieran sintetizar NEs capaces de generar incrementos considerables de los
analitos kocalizados en los gaps En particular, se estudid el proceso de generacidn de
chusters de NPs, evidenciandose que la estructura que genera los mayores incrementos es
el dimero {Capitulo 3}.7 En funcidn de este estudio, se desarrollaron dos estrateqias para
obtener estructuras dimericas de NPs con incrementos SERS experimentales que rondan los
méximos incrementos reporados para sustratos SERS en dispersian coloidal {AEF = 107 -

10" {Capitulos 4 y 5,

Otras técnicas de deteccion pueden ser desarrolladas aprovechando las
propiedades opticas de campo lejano, ya que los campos ebectromagnéticos intensos y
altamente confinados inducidos por las LSPR proporcionan una sonda muy sensible para
detectar pequeios cambios en el entorno dieléctrico alrededor de las MEs. Como se discutic
en el Capitulo 1, la posicion espectral de la LSFR depende de la naturaleza del metal, el
tamario y ta forma de las NPs, asi como el indice de refraccian del medio disléctrico que las
rodea. La dependencia del tamanio y la forma nos brindan la capacidad de sintonizar la
posicion espectral a lo largo de todo el espectrovisible, lo cual es extremadamente (il para
optimizar los efectos de incremento SERS, maximizando |a respuesta de los nanosensores
Por otro lado, el desplazamiento hacia el rojo de la LSPR inducido par un aumento ded
indice de refraccion alrededor de las MEs metalicas e la base de otro tipo de <ensor:
sensores de indice de refraccidn (Esquema 6.1.1 B). Cambios locales del indice de refraccion,
tales como los inducidos por interacciones biomoleculares en la superficie de las NEs,
pueden ser observados a traves de la intensidad méadma LSPR. La principal desventaja de

los sensores LSPR de indice de refraccion es que, al ser una técnica no especifica, la sefal
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salo depende del indice de refraccidn alrededor de la particula metdlica. A su vez, para
alcanzar limites de deteccion aceptables se requiere de volimenes de muestra muy grandes
0 de equipos especiales para detectar ef cambio del indice de refraccidn en NPs aisladas
{microscopios de campo 0scuro y espectroscopia Rayleigh), lo cual vuelve a la aplicacion de
estos nanosensores poco viable, 5 bien los limites de deteccion alcanzados por sustratos
SERS son ideales para el desarroflo de biosensores en aplicaciones directas, como por
giemplo [a deteccion dinica de enfermedades, estos sustratos son utilizados en
microscopios Raman que reguieren de laseres y detectores muy sensibles. Esto vuelve a
estos biosensores poco practicos y costosos. La miniaturizacion es uno de los principales
aspectos gue se pueden implementar para redudir el velumen de la muestra, una cuestion
impartante 8n varias proebas de diagnostico clinico, a través el uso de detectores con una
resclucion mayeor {mejor relacidn sefialfruide) v el diseflo de equipos especificos para cada
biosensor. Una alternativa a esto seria generar un biosensor L3PR que pueda ser aplicado
en algdn equipo de uso comidn en laboratarios de andlisis clinicos, En este sentido, los
nanosensores basados en campo lejano presentan una ventaja con respecto a los sensores
de campo cercano, ya gue pueden ser utilizados con cualquier espectrofotometro UV-vis,
los cuales son equipos relativamente poco costosos y que se encuentran en muchos
laboratorios de analisis. Esto permite sortear los prablemas de portabilidad y costos de fos
equipos necesanos para utilizar nanosensores basados en propiedades de campo cercano,
permitiendo una aplicacién directa de los nanosensores de campo lejano, como por

ejemplo en |a deteccion de enfermedades en laboratorios de analisis clinicos.

En particular, cuando se& quiere desarrollar un biosensor para realizar analisis de
diagndstico clinico, hay que tener en cuenta que |a deteccion rapida y sensible de antigenos
es crucial para el diagnostico precoz de enfermedades y para mejorar la atencidn del

paciente** El diagndstico precoz y el tratamiento adecuado son de importancia decisiva
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para el prondstico de cualguier enfermedad, Los tres pilares para el diagndstico son la
historia clinica, los hallazgos clinicos (incluyendo técnicas de imagen) y pruebas serologicas
de laboratorio.” Hasta la fecha, se han propuesto una gran variedad de metodologias para
realizar pruebas seroldgicas, variando en sensibilidad, especificidad, costo v eficacia®® En
particular, una de las principales estrategias utilizadas en medicina como herramienta de
diagnastico para la deteccion y cuantificacion de antigencs o anticuerpos especificos en
una muestra, s =l ensayo por inmuncabsorcion ligado a enzimas o engyme-linked
immunasorbent assay (ELISA). ELISA utiliza el concepta basico de inmunclogia de la unian
de un antigeno a su anticuerpo especifico, lo gue permite la deteccion de cantidades muy
pequenas de antigenos en un fluido, El antigeno en el fluido se inmoviliza, por lo general
&n placas de 96 wealls, & un anticuerpo especfico que es detectado posterigrmente por un
anticuerpo secundario acoplado a una enzima gue produce un cambio de color visible o
de flucrescencia, indicando la presencia del antigeno (Ver Esquema 6.11C)"" Sin embargao,
la metododogia ELISA posee ciertas limitaciones debido a la unidn no especificaa laplaca o
a la reaccion de cambic de color mediada por enzimas, que podrian conducir a resultados
falsos positivos " Por otra parte, esta técnica wutiliza grandes cantidades de reactivos
utilizados en el proceso de inmovilizacion en la placa, y reguiere varios pasos de lavado que
consumen mucho tiempo.” Por lo tanto, existe |2 necesidad de desarrollar pfataformas
precisas y capaces de efectuar una cuantificacion rapida v especifica de antigenos en
muestras clinicas. En ese sentido, bos ensayos basados en MNPs tienen el potencial de ser
usados para detectar acontecimientos y procesas en sistemas biclogicos con niveles de
sensibilidad v localizacién sin precedentes (deteccion vy cuantificacion de receptores de

1273

membrana celulares, estudios de procesos celulares” generacion de imagenes

celulares,™" etc), proporcionande nuevas herramientas para el diagndstico chinica, '™
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Esgquema 6.1.1 Esquema donde se pueden apreciar las diferenies estrategias para generar nano-biosensores de
camp cercanp y campo Eane. A Nano-biosenser plasmbnico de campo cercang utihzando los incremientos de
procewr ireladticos de moléouas activas en Raman (SERS) B) Mang-bigsersor plasmeonico de campo lgano
utilizardn b5 cambics en of indice de refraccion da MEs plasmanicas al adsorberse malésulas ge analito, C) Esguema
de la técreca bicquimica ELISA de tipo sdandwich

En este capitulo se presenta una nueva plataforma para la deteccidn y cuantificacion
de forma rapida de antigenos en muestras reales, utilizando NPs funcionalizadas con el
sistema SVT-bioting y anticuerpos, que puede ser aplicada utilizando los mismas equipos y
utilizando los mismos matenales que requiere fa técnica ELISA. Al igual que en los sistemas
descriptos en los Capitulos 4 ¢ 5 3 relacion estequiomeétrica en conjunto con las
interacciones especificas de |as biomoléculas permiten obtener sustratos diméricos, los
cuabes pueden ser aplicados comao biosensores a traves de las propiedades de campo lejano
de la dispersion coloidal, En particular, como se discutird mas adelante, es la respuesta
optica de los dimeras, al mantener la forma espectral pero disminuir la seceion eficaz de

extincion {al igual que se vio para los dimeros generadas con 5TV-biatina descriptos en el
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Capitulo 4 = Seccidn 4.2.7), ko que permite la deteccitn sin ninguna perturbacion de la sefial
debido a la inmovilizacion de los reactivos o reacciones enzimaticas no controladas, Esto
simplifica en gran medida las etapas requeridas para el ensayo en comparacion con la
técnica ELISA astandar. En este capitulo, se describen los principios de un nuevo metodo
que se denota como ensayo de deplecion de intensidad de la extincion de NPs por
inmunoabsorcion o intensiy depletion immung-tnked assay (IDILA). La robuster del
método se demuestra probando varios antigenos, y finalmente, la aplicacién para la
debeccion en muestras de suero de pacientes de arfniis rewmatoide (Arkh) (ArRh es una de
las enfermedades autoinmunes inflamatorias cranicas mas comunes con una prevalencia
de aproximadamente el 0,5% - 1% y una incidencia de alrededor de 30 por cada 100000
habitantes).” Para la lectura de la senal, se utilizd un espectrometro de UY-Vis comiin y se
evalud |a aplicabilidad del meétodo usando un equipo comunmente utilizado para realizar
ELISA ilector de microplacas), mastrando que IDILA requiere volumenes mas peguefios de
muestra y menores tempos, En particular, se demuestra que esta metodologia podria ser
utilizada para detectar varias citocinas, las cuales son proteinas que desempenan un papel
importante en la activacian, proliferacion v diferenciacion de células B y T, macrafagos,
células dendriticas, granulacitos y otras células que participan en la respuesta iInmune y que

han side implicadas en la patogénesis de la ArRh ™

6.2 RESULTADOS Y DISCUSION
6.2.1 Disenio y Principios Plasmanicos de IDILA

El ensayo IDILA se basa en la respuesta dptica de las dispersiones coloidales de Ag
MEsy las fuertes interacciones del sistema 5TV-biating en combinacion con la capacidad de

reconocimienta biomolecular muy especifica de las inmunogiobulings (1gG). Se utilizaron
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Ag NSs debido a las propiedades intrinsecas a este metal [constante disléctrica en el visible
y amortiguacion intrinseca), gue favorecen el acoplamiento necesario para el desarrollo de
este sensor a diferencia de las Au NSs, lo cual se discutird en detalle mas adelante, Este
ensayo puede ser completamente aphcado usando un espectrofotdmetro UV-vis comidn
Las Ag M5s pueden ser funcionalzadas facilmente con el sistema STV-biotina mezclando
los reactivos (NSs/5TV bioting) en una relacion malar 1:1:1 (Figura 6.2.1.1 A). El control
estequiometrico estricto es necesario debido a, como ya se discutid en el Capltulo 4, la
capacidad de la proteina STV para interactuar con un mawimo de cuatro moléculas de
biotina podria inducir a la formacion de agregados de MNSs® De acuerdo con esto, la
tuncionalizacion de Ag M55 de 60 nm se realizé mediante [a adicién de biotina
simultdaneamente con la proteina de 5TV a la concentracidn final [relacidn molar ST/ biotina
1:1). Cama ya se discutid antenormente en este trabajo de Tesis, las altas constantes cinéticas
vy termodinamicas de las interacciones 5TV -beotina garantizan la formacion de complejos,
evitandg una quirmisoroion previa de moleculas de biotina sobre la superficie de las NSs que
podria conducr @ la formacion de agregades™ El nano-biosensor consiste en una
aglemeracion confrofada (formacion de dimeros de Ag NSs) en presencia de una
i wiivtd & biotindads (Biot-1gG) que actua como un agente enlazante entre las
M5s funcionalizadas con el sisterna 5TV-biotina {Figura 6.2.11 B). Las imagenes TEM
muestran solamente la formacion de estructuras diméricas junto a la presencia de
maondmeros, con cantidades casi insignificantes de trimeros, luego de 30 minutos de |a
adicidon de 0,3 ng/mlL de Biot-1gG a la dispersion coloidal de las Ag MSs funcionalizadas
[Figura 6.2.1.1 C y D). El analisis TEM también revela que el g3p entre las Ag N5z ec de
alrededor de 20 nm [Ver Figura 6211 C], o cual estd en excelente acuerde con las
moleculas que forman la distancia interparticula (distancia biotina — 5TV - Biot-Igl — STV -

bicting = 20 nm) (Mer Figura 6.2.1.2 A)
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figea G201 NPs fundoralaadas parm aplicar en IDILA . A Representaciin esquematica e la estrategia o=
funcicnalizacion utlizando of sstema STV-wWobna [Parsal Superion), v evolicon ge los especros de extmcidn de las
Ag MSs de 60 nm uego de fa adician ge 5T/ Bitina en relaciones molares 11 B) Regresentacion esquemdtica de la
estrateqgia de aglemeracidn contralada {formacién de dimeros) en presencia de un antiouerpo bilotindado [Biot-lga)
{Parel Supenar), ¥ evolumdn de los espectros de exfincion de las Ag NSs de 80 nm funcioralkzadas con el sistema
LT - higdting Img:; de la adicitn de 0,1 ng'ml de Biot-IgG, C) imagen TEM representatra de los dimercs formados
{la barra representa 1000 nml. Los circulos fucsias resalian los dimeros foemadas D) Histograma de fa dstrbucian de
HEs fommedas biego de 30 minutos de la sdicion de 0,3 ng/mL de Biol-ioG (56 muestra b datribucion del analisis de
500 estruchuras).



Juan C. Fraire = Tesis Doctoral | 167

La formacion de las MEs diméricas se evidencia experimentafmente coma una
disminucidn en la intensidad de los espectros de extincidn (es decir, atenuacitn de la
intensidad del plasman superficial). Es conocido gue el acoplamiento dipolar en dimeros se
traduce en un aumente de intensidad y, especialmente, en un desplazamienta hacia ef rajo
del pico cuando la polarizacion de |z radiacion incidente es capaz de generar el maximo
efecto de acoplamiento (campe eléctrico oscilante en el eje interparticulz)."™™™ Teniendo
en cuenta los parametros experimentales, un dimerc de Ag NSs de 60 nm de didmetro con
un gae de 20 nm podria experimentar un desplazamiento al rojo de 20-40 nm ded pico con
respecto al monomero. Sin embargo, como se demostrd en el Capitulo 4, [a formacidn de
dimeros de MW5s con distancias interparticula grandes que se encuentran rotando en
dispersidn coloidal producen una disminucion de la intensidad en los espectros de extincidn
debido a que la seccidn eficaz del dimero es menor que |a del montmero. De acuerdo con
esto, no es correcta tener en cuenta |a respuesta optica cuando se alcanza el maximo efecto
de acoplamiento (es decir, el campo eléctrico polarizado a lo largo del eje interparticula), En
lugar de ello, hay gue considerar la respuesta dptica de un dimero promediado de acuerdo
a diferente polarizaciones incidentes * En ese sentido, se calould el espectro tedrico de un
dimero de Ag MN5s de 60 nm de diametro con una distancia interparticula de 20 nm como
el promedio de la eficiencia de extincidn simulada (O} en fundon del angule entre el eje
de dimero y el campo eléctrico de |a radiacion incidente (8), considerando el drea geomaétrica
efectiva proyectada en cada angulo con €l fin de obtener la seccion eficaz de extingion (o).
Esta atenuacion de la intensidad observada expenmentalmente se puede racicnalizar
teniendo en cuenta gue el espectro de extincion de dimeros de Ag NSs de 60 nm de
didmetro con un gapde 20 nm y el espectro de extincidn de os mondmeros siguen la misma
forma {teniendo en cuenta la polarizacion promedio de los dimeros en solucidn), pera la

seccion eficaz de extincion de los dimeros es menor que la de los monomeros a la longitud
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de onda maxima {ver Figura 6.2.1.2 B). Coma se mendond antericrmente, se utilizaron Ag
MSs debido a gue este efecto de atenuacian es extremadamente dependiente de |a distancia
interparticula y de la naturaleza del metal, La Figura A0 de la Seccién Anexo muestra que
este efecto de atenuacion se puede observar en dimeros de Ag N5s de B0 nm diametro con
un gap de 20 nim, pera no se observaria cuando este gap se reduce por gjempla a 2 nm {lo
cual se podria lograr experimentalmente utilizando la estrategia de funcionalizacidn del
Capitulo 5). Ademas, se espera que este efecto no sea observade para Au Nas consideranda
el gagde 20 nm generado por la estrategia de funcionalizacion descripta en este Capitulo,
incluse con Aw NSs de 30 nm diametro, ya que el acoplamiento es mas débil en Au en

comparacion con Ag (Véase la Figura AT en la Seccion Anexao)
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Figura 62.12 Interpretacion tedrica de la slenuacdan de la intiensidad del plasmon superficial, &) Parametrcs
estruciunales de las rmalécula que conferman @ gap de [as MEs dimercas formadas por la adicion de Biot-IgG auna
aisparsion colesdal de Ag MSs funcionalizadas con el sisterna STV -obna, B) Seccis efcaz de extincidn promedio
a los dimeros (Paral lpquierds). v la eficencia de estincidn ded dimarno en diferentes oremaciones (un promedss de
mas de B onentanones dierentes) (Panel Central v Paned Derecho), Las simuisoones del dimers de Ag NS5 de GO
mm e diametro con un gag de 50 nm e realizaron ublizando G
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La evolucion espectral durante [a formacidn de los dimergs se monitores con un
espectrofotémetro UV-Vis en el intervalo de 300 nm a 1100 nm cada 2 min durante 20 min,
y se calculd la integral en el intervalo de 340 nm a 800 nm para cada espectro, v luego se
represento esta integral en funcion del tiempo. La variacion temporal de la integral del
espectro de extincidn {atenuacion de la intensidad) permite obtener la constante e
velocidad aparente del procese de aglomeracion (k) para la formacion de dimeros en
funcion de la concentracion de Biot-lgG {Panel fzquierdo de la Figura 6.2.1.3 A), Para la
determinacion de k., para la formacién de dimeros se adicionaron 0,5 mi de las Ag NSs
funcionalizadas a un buffer fosfaro (PBS) suplementado con alburning sémca boving (BSA)
al 5% p/v (volumen final de 1,5 mi), v luego se afadieron diferentes cantidades de Biot-1gG
directamente a la mezcla. La disminucion temporal de la intensidad de la extincion depende
de |a concentracion de Biot-lgG utilizada: a medida que aumenta la concentracion de Biot-
19, el valor de k. primero aumenta, alcanza un maxime y luego disminuye (Panel Derecho
de la Figura 6.2.1.3 A}, La disminucidn de |z velocidad de formacidn de dimernos (menor valor
de &) 58 produce cuando la concentracion de Biot-gG es tan alta que en estas condiciones
la mayor parte de los sitios de unidn disponibles de las moléoulas de STV gque se encuentran
en la superficie de |las N5s estan unidoes a moléculas de Biot-1gG individuales y no se forman
dimeros. El régimen relevante para aplicar el método IDILA es aguel en que |a concentracion
de Biot-lgG garantiza y favorece el proceso de formacion de dimeros, En este régimen, en
presencia de algdn antigeno de interés especifico para la Biot-lgG utilizada, se abserva una
imhibicidn de la formacién de estructuras diménicas, evidenciado por la disminucion en e
valor de &, (Fanel lzquierdo de la Figura 6.2.1.3 B). Para los experimentos del efecto de la
concentracion de antigeno en &, una cantidad especifica de Biot-igG (0.3 ng/ml}
diferentes cantidades de antigeno se afiadieron directamente a la mezcla de Ag NSs y el

buffer. La concentracidn de Biot-lgG, para todos los experimentos de cuantificacion de
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antigenos, fue elegida con el fin de estar en el régimen en el que se favorece la formacidn
de dimeros, Esta variacidn del valor de &,,, con la concentracion de antigeno permite
realizar curvas de calibracion v la cuantificacién del antigeno especifico (Panel Derecho de
la Figura 6,213 B}, El mismo comportamiento cinético para la formacian de dimeros en
funcian de la concentracion de Biot-lgG v la inhibician de la formacion de estructuras
diméricas en presencia del antigeno se evidencio por tados los Biot-1gG estudiados (IgG anti
canejn, anti IL-10 de raton, anti IFNy de raton y anti TNFe humano) y sus correspondientes
antigenos (IgG de conejo, Mmfereucing 17 (IL-10) recombenante de ratdn, inferferdn gama
(IFNy) recombinante de raton y factor de necrosis tumoral alfs (TNFe) recombinante
humana) (Ver Figura 6.2.1.3, 6.2.2.1 y Figuras A12 y A13 de la Seccion Anexo). El hecho de
que el comportamiento observado sea similar a pesar de las grandes diterencias en las
dimensiones de los antigenos estudiadaos, sugiere que este proceso de inhibicion es un
fertmena universal que se podria aplicar a cualguier dupla especifica de Biot-lgG — antigeno

{Figura 6.2.1.4).
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Figura 6.2.1.3 Principes de |3 técnica 1DILA para la detecd on univarsal de antigenos. &1 Integral de la Banida L5PR de
o especires de extecion (34) mmoa 800 nim en funcion del tiempo para dispersones coloidales de Ag RS
furcionalizadas en presencia de concermtracaanes orecenies de Biot-lgh (Panel [zquierdal, y constarie aparents para
la formacian de dimeros () &0 funcidn de la concentracidn de Biot-lgh fusarda anti 1PNy iPar=| Derecha). En
gste ¥ en todos os casos la linea azud punteada representa ura guin para el gjo, y ks valores informados son las
concertaciones fmalkes utilzadas en kos ensavos. B integral de la Bamda LSPR die los expectros de extinaon enluncion
del tempo pars dipersicnes cofidales de Ag WS furcionalizadas en presencia de 0.3 nofml de ardi IFRy ¥
danteniraciones crecentes del antigenao (IFMY) Panel lquierdal, y &y en funcdn de la concentracion del antigeno,
C] Camparacitn del minimea walor detectads con IDILA v la comparackén con el minimo valor que reponian ks ks
de ELISA comerciales para THFa, IFMy y -1 Las barmas de amos Tueron determinadas cama ba deswacddn estardar
de s waliares obibenidos pars lod datos de dod experimentos Separados, La concentracksn de beot-lgh utilizada en
todos ks pxparimentos fee de 0.3 ng/mL. D} Sefectividad de la téenica [DILS. Graheo de Baras de .i'_.,_,_.. datarmirnads
utilizando IDILA para L=} sok o en mazclas de L= v [Pky, En ambos seperimentos se utlizo anti IL-10 como biot-
Ig0. Los dates se expresan como el promedio + la desviacidn estandar
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Figura 6.2.1.4 Parbrmetros estrucurales de |os antiganos wlilizados La diferencia de tamarfos en el rango de 2,7 fim
2 14,8 nrn mclicaris que s inhibichon de ka formackdn de estructuras dimenicas no se debe a un impedimento eiténcs,
en camibia padria ser stribuide & un cambisen la confiqurackin espaca de |3 2ona constante de los antiouerpos, la
cual 28 encuentra funcionalzada oon bas mobéculas de boting (3-% bictinas por articuenpo), evitardo la exposician
dle ks grupos actiss de la blotina reconccidos por ks moleculas de 5TY

Se determind la sensibilidad de |a técnica IDILA para los antigenos de relevancia
clinica de este estudio, v se la compard con los valores informados en kits ELISA disponibles
comercialmente (Figura 6.2.13 C). Los experimentos revelaron gue |2 sensibilidad fue < 1
pa/mlL (Ver Tabla 6.2.2.1 para mas detalles), lo cual implica una mejora con respecto del
ELISA colorimétrico tradicional. Adn mas, la especificidad de la deteccion del método se
puso a prueba en presencia simultanea de diferentes interleucinas (Figura 6213 D),
mostrando un notable rendimiento para la deteccion especifica. Ademas, el sistema
presenta una excelente estabilidad en soluciones de PBS suplementadas con BSA al 5%, y
también en presencia de muestras clinicas de sueros de sangre normales, lipémicos y
hemolizados (Figura Al4 de |a Seccion Anexo), El hecho de que se observe la misma

respuesta optica experimental al trabajar con medios salinos (pH = 7.2 a 7.4} vy muestras
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elinicas (pH = 7,0 2 7,5) muestra que esta aglomeracion controlada es una consecuencia del

disefio de funcienalizacion y no hay ningdn proceso de agregacion descantrolade.

6.2.2 Pruebas de IDILA con Muestras Clinicas

Esta metodologia fue sometida a prueba mediante la evaluacién de la utilidad clinica
de IDILA usando muestras de pacientes con ArRth, Las muestras de suero utilizadas en este
estudio se obtuvieran de individuos sanes control (n = 17) y pacientes con ArRh (n = 45)
reclutados en la Unidad de Reumatologia, Hospital Nacional de Clinicas, Universidad
Macional de Cordoba, Argentina. El comité de ética local aprobd el estudio v los pacientes
firmaron un consentimiento antes de |a participacidn. El diagndstica de ArRh fue establecido
por un reumatélogo sobre la base de los criterios establecidos por el Colegio Americano
de Reumatologla/Liga Europea Contra el Reurnatismo en 20102 El grupe de control no
mastro signos de ArRh y no reportd ningun trastorne autoinmune, ko cual fue confirmadao
por las evaluaciones dinicas y de laboratorio. Las muestras de sangre se recogieron
mediante puncidon venosa en tubos sin anticoagulante. Cada muestra de sangre se depd
coaqgular durante 30 minutos antes de que se procese el suero. El suero se recogid mediante
pipeteo, luego de 15 minutos de centrifugacion a 2500 rpm, ¥ se colocd en microtubos
Eppendort etiquetados y se almacend a -B80 °C hasta su uso. Las muestras de suerg se
analizaron por ELISA comnvencional, asi como por IDILA con el fin de cuantificar la presencia
de TNFa, una citocing producida principalmente per los macréfagos, que ha side implicada
an la patogénesis del ArRh®' Con este fin, se adaptd el ensayo descripto anteriorments a
una plataforma genérica para detectar y cuantificar antigenos en muestras de una manera
mucho mas sencilla, sin la necesidad de un analisis cinético, Debido a que la atenuacion de
la intensidad es el proceso relevante, se puede obtener una curva de calibracidn

simplemente por la medicion de la integral de los espectros de extincidn entre 340 y 800
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nm a los 20 minutos bajo agitacidn continda (Figura 5.2.2.1 A), lo cual permite realizar curvas
de calibracidn de manera sencilla luego de la adicitn de Biot-lgG y diferentes cantidades
de antigeno (Ver Figura 62218 y C, respectivamente). Motar que al graficar la integral del
espectro de extincian, a los 20 minutos, en funcidn de la concentracion de antigeno, se
obtiene un grafico invertido con respecto al gue se obtiene al considerar &, en funcion de
la concentracién de antigeno (Ver Figura 62.2.1 C y Panel Derecho de Figura 6213 B). En
todos los casos el ajuste de la curva de calibracian dio un valor de R* por encima de 0,98
La Figura 6221 D muestra los resultados de IDILA. Para poner estos resultados en
perspectiva, la Tabla 6221 muestra los resultados de IDILA v los resultados obtenidos
utllizando el métado ELISA estdndar segin las instrucciones del fabricante (ELISA Human
MAX ™ estdndar de TNFo; BioLegend). A partir de los datos mostrados en la Tabla, se puede
observar que IDILA presenta una sensibilidad mejorada con respecto a ELISA. A su vez
mastrd una excelente precision, detectande cambios minimos, tante en los pacientes con
ArRh, asi como en &l grupo de control. Ademas, se pudo demastrar gue 1a tecnica |DILA
puade reahzarse en musstras inadecuadas o no optimas, tales como miuestras de suero
lipérnico o hemolizado, sin dar resultados falsos positivos (Figura 6.2.2.7 D). Como se
discutira en |a siguiente Seccion, la sensibilidad de IDILA puede ser mcluso mejorada al

utilizar el mismo equipo (lector de microplacas) que se utiliza para |a téenica ELISA,
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Figura 6.2.2.7 Medscionss astaticas de IDILS de muesires clinicas. A) Repressptacian ssquemddtica de ba modificacicn
a la tecrica IDILA para efscluar medicionss estdlicss en vez de mediconed cindliced oo se mostid anenarmente,
B} Represardacidn ssguermrdtes de la formacitn de estrocturas dimencas utiizendo un antooerpo Bioteilado (Biat-
g5 (Panel Supariod), y constante aparente para la formacian de dimeros (f..) en funodn de la concendracicn da
Biot-lgG fuzando andl THEFa) (Panel Infenor) La linea azul punteada regresenta una guia para ef ojo. ] Representacicn
esquematica de la inhibicedn de formacidn de estructuras dimericas presencia del antipers especifice [THFa) (Fang
Siperar, y curva de calbracion del antigenc en presencia de 0,3 ngdml ded correspondiente Biot-lgi, La ntegral
de la Banda L5PR g2 los espactros de extincion para cada concentracidn de antigeno fue medida a los 20 manutos
de la adicita da lod reactros La lires ros pundesds & el ajuste 8 los dated sxpenmentalss 3 la ecuacidn 1=-4, &
MEe )y, donde | es ls mtenddad ¢ © e ls concentracian, (R = 0.98), La ecuscdn que surge del ajste fus ubiizada pars
ciantificar las muestras reales O Lay muesiras de sueros (340 uyl), tanio de pacientes con ARh y pacienbas sanos
(grupa conkrol], fuenn adicionaclss directamente a b mezcla de reactieos v sé regriird e dres de ks infegral 8 los 20
mirmtos. Los datos se expresan como el promedee £ 13 desviacadn estandar, B} Confiablidad del métoda. Se madienan
pof IDILA rraestra de suero contaminadas o no gptimas {lipgmicas v hemolizadas) de pacientes del grups controd, ¥
se compararon los requlfados con los valores promedio para la cuantificacdn del valor promedio de THiFa para
pacienbes con Arfth v packentes sanos Los datos se expresan como el promedic & la desviacion estandar
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THFILA EL1S4
TxFa (0,50 = 0,04 poa e, LT=ell el
Sensibilidad 110 0,11 = 0,07} parm 32 1 peml
I¥Ny {0,080 = 0,508 ppml. 10 = 1) ppimL
T mantillcacion por Cuantificacion por
Aduesira Mugsira
LA ELISA
I (1.7 =03 ng'ml 1 {126 = 0,08} ng'nd.
2 (0,3 + 005 ne'mi I {3Al =002 npml
E] {0,560 = B&¥yng'ml ] {40 & 002 syl
Pachemtbes
1 {10 20,3 npiml ] {138 & 0,03) sgeed
tap ArHKh
i 0.7 20,1 ag'ml 5 (025 = 0,02) moiml
& {11 = 0.2} ng'ml 6 {1.13 = 003 egiml.
[ R— ¥ {12 =0,3) egfmL 7 (155 2007 el
B 8 {801 peml 1 A= i pe'ml
i [§A =101) peiml k] L
Facienies
i 35 = 0.2) piml in % 4l e pg'ml
Samos
I 07 k1) pe'mi i NI
{Grupo
13 {45 =0.1) pgml. i %2 1mle! ppml
Cendrol)
1] 1022000 peml 13 NI
T 105 = 20 paeal 4 M

Tabla 6.2.2.1 Deteccion de antigencs en muesiras clinicas por IDELA y ELISA, ML, = no detectado. * Datos tomados
de ks de ELISA comepciales (ThemrnaFicher SCIEMTIFED),

6.2.3 Acercando la Técnica IDILA a los Laboratorios de Analisis Clinicos

El ensayo ELISA colorimétrico estdndar se lleva a cabo utilizando un
espectrofotdmetro de microplacas, por lo general utilizando una microplaca de 96 wells
[matriz & por 12} con un volumen de reaccion tipico entre 100 y 200 pl por well Lievando

la aplicabilidad de la técnica IDILA un paso hacia adelante, se demostrd que puede ser
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adaptada para realizar mediciones utilizando el mismo equipamienta que los laboratorios
de biogquimica dinica utilizan actualmente para las determinaciones por ELISA. La ventaja
de esta nueva metodologia es que no se requieren pasos de inmovilizacion de reactivos,
debido a que las mediciones se realizan en dispersion coloidal, lo que implica experimentos
mas cortos ¥ con cantidades muy peguefias de reactivos (es decir, menor precio por

experimento — Ver la Tabla Al de la Seccion Anexo).

El experimento realizado con la microplaca consiste en la mezela simultinea de 100
ul de Ag NSs funcionalizadas con el sisterna de STV-biotina (Fiqura £.2.3.1 A} con diferentes
velimenes de antigeno o la muestra real, y PBS para alcanzar un valumen final de 300 pl
por well Para los experimentos de calibracion, se anadieron diferentes cantidades de
antigeno (TNFw) directamente a la mezcla de Ag N3s, anticuerpo bictinilado anti TMFa
humano (0,3 ng/mL) v el buffer. La concentracion de Biot-igG fue elegida con el fin de estar
en el régimen en el que se favorece |a formacion de dimeros. La intensidad se registrd con
un espectrofotdmetro lector de microplacas usando un filtro de 415 nm. La intensidad,
corregida en funcion del buffer, se representa como una funcian de la concentracién de
Biot-lgh o de la concentracidn de antigeno, respectivamente. La curva de calibracion en
tade el rango de concantraciones se zjustd a una funcién exponencial (1 = —A,e7'C + 1),
donde | es la intensidad y € es la concentracian, y el ajuste dio un valor de R? superior a 0.9,
de forma alternatva se puede utilizar el rango lineal de la curva de calibracidn para
cuantificar cuyo ajuste dio un valor de B® por enoma de 0,89, Para las mediciones de las
muestras clinicas, se realizaron diluciones de las muestras reales: 2 jul de una dilucion 1510
de suero se afadio a la mezcla de Ag MSs, Biot-igG y buffer (volumen final 0.2 mL). La
intensidad, después de corregida de acuerdo al buffer y a la intensidad del suerg, se utilizé

para caleular la concentracion de antigeno (TNFa) en las muestras reales utilizando la



Mano-biosensor Plasménico Tipo Sandwich - IDILAJ1T8

ecuacion obtenida del ajuste de la curva de calibracion. La microplaca de 96 wels permite
realizar la curva de calibracion y la cuantificacion de las muestras reales en el mismeo
experimento, ko que reduce el tempo total del andlisis 3 menos de 2 h, incluida [a
preparacion de la muestra y el tlempo de agitacién (Figura 6.2.3.1). El peguefio volumen de
reaccion de IDILA permite el uso de volimenes de muestras dinicas en el orden de 1l lo
cual representa una ventaja considerable teniendo en cuenta que ef volumen de las
muestras clinicas es generalmente muy pequefio. Ademas, el ajuste del rango lineal del
experimento para la cuantificacdn de THFo por IDILA utilizando un lector de microplacas,
reveld gue la sensibilidad mejora notablemente con respecto a la informada en s
comerciales de ELISA (sensibilidad IDILA = 0,039 £ 0.002 pafml y sensibilidad ELISA = 1,7 £
01 pg/ml). Estos resultados muestran que la técnica IDILA podria tener importantes
implicancias clinkcas. La capacidad de detectar antigencs en pequenias alicuctas de muestra,
de una manera rapida, y con un egquipo gue es comunmente utilizado por bioguimicos,
posibilitan la aplicacion de esta técnica como una herramienta de diagnostico. Ademas, por
tener la capacidad de detectar antigenos directamente en la muestra real, IDILA no salo
supera los problemas de la inmovilizacion de los reactivos o reacciones enzimaticas no
controladas, sino que también minlmiza la posibilidad de contaminacion de la muestra a
traves de las vanas fases de inmovilzacidn y lavado que requiere la técnica ELISA. En este
sentido, se maximiza la precisidn de diagndstico. Mientras gue estos resultados son
alentadaores, serian necesarios mas estudios clincos en profundidad y la estandarizacion de
las condiciones de andlisis lelaboracién de protocolos), para lograr extrapolar la

metodolagia correctamente a los laboratarios bioguimicos.
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Figura B.2.3.1 Cuantificeckn de antigencs en muestras dinicas por LA utlizando equipos de wso comun en
laporatonos oquirmecos. &) Representacion esquemdnica de la estrategia de funcionadizacion con el sisterma ST -
biobna Bl Reprasantacion esquematca del procedmiento de fa tecnica BEHLA- Afadir las NSs funcionahzadas @ wn
microplats da 96 weds conjuntaments con af anticuerps botirdadn Biot-lgG), v ol antigena recombinante o la
mriestra real. Para la obfencicn de la curva de caliorecion se modfica b concerdracion de anl;l'-a:n; .;lgnr.gadu
mgniras |a cantidad de M55 v Baot-ighG se mantienen constantes. En tedos los casas el volumen final de la sclucion
58 ajusta con Gufier hasta llegar a los 300 pl. C) Intersidad enfuncion ge 3 concentracesn de Biot-Igh fusando antl
TR (Panel lzgueerndoy, ¥ curva de calibracisn del antigeno en presencia de 8.3 ngfml del cormespondients Baot-lgh
(Fanel Devechol La linea azul puniesds representa wna quila pana el ooy la linea rofs puntesds es &l juste & log
datos espesimentales & & stuaddn |=-A; &' &l donde 1 e la intensidad ¢ C es la concemracidn B > 0.85). La
ecuacion que surge del auste fue wilizads para cuanificar las musstras reales ) Cuantificadén del antigena en

muestras de suero g pacsentes con ArRh y pacientes sanos [Panel |zquienda), ¢ comparacion entre [DILA v ELISA
paraka misrnd mussira.
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6.3  CONCLUSIONES

En el presente Capitulo, se describe @l desarrollo de un nano-biosensor optico capaz
de detectar antigenos con niveles sin precedentes de sensibilidad. £l método es robusto,
rapido (< 2 horas), barato, sensible, preciso y potencialmente adaptable a cualquier
antigeno. Por o tanto, tene e potencial para guiar |as decisiones de una manera mas
precisa a través de varios escenarios clinicos, en particular, el prondstico dinico y

diagnastico.

La mayoria de las metodologias de rutina utilizadas para detectar y cuantificar
antigenos implican deteccion heterogénea (es decir, |a inmovilizacion de los reactivos) lo
que demanda de varios pasos, aumentando considerablemente el tiempo del ensayo v
consumiendo grandes cantidades de reactivos, con e inconveniente de gue podrian
conducir a la contaminacion de la muestra (Ver Figura B.3.1). IDILA no solo supera estos

problemas, sino que también presenta varias ventajas:

+ Mo involucra ningtin tipo de reaccion enzimatica para la amplificacion o deteccion,
y no necesita dispositivos o0 equipos especificos para el almacenamiento de
reactvos.

o Ofrece una plataforma nanotecnologica que puede ser faciimente aplicada en
clinicas. El formato de ensayo es similar a ELISA, &l cual es ampliamente utilizado en
laboratorios v clinicas, evitando la necesidad de realizar capacitaciones o
entrenamiento especifico de algun nuevo equipameento por parte del personal del
laboratorio clinico.

« Se puede aplicar usando equipos comunes como espectrofotémetros UV-Vis o

fotGmetros de microplacas, disponibles en cualquier laboratorio de bioquimica
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Su alta sensibilidad (el minima valor que puede ser cuantificado es del orden de 0,01

pa/mlL) podria ser utilizada para el diagndstico precoz o la deteccidn de antigenos
en muestras diluidas.
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Figura 8.3.1 Comparacion el procedemeento de kos métodos ELISA e 1IDILA

En vista de o anterior, prevemos que esta metodologia podria tener aplicaciones de
gran impacta en la clinica médica.

6.4  CONTRIBUCIONES

El trabajo presentado en este capitulo fue realizado en colaboracion con el Prof. Dr

Ruben 0. Motnch del Departamento de Bioguimica Clinica (CIBICH, de la Facultad de
Ciencias Quimicas, Universidad MNacional de Cordoba
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PARTE 3 Generacion de Imagenes Celulares

y Deteccion con Nanoparticulas

Capitulo 7

folentificacion, Localzacion v
Cuariificacion oe Receplores en
Mermbranss Cahdaras con NEs

Flasrmehicas

En su tratado de 1665 Micrograpiia Robert
Hooke describid sus observaciones en muestras de
corcho utilizando un microscoplo, incluyendo las
estructuras en forma de celdas a las cuales
denoming "celulas”. En kxs tres siglos vy medio
franscurridos, tanta el microscopio como nuestra
commprension  de |3 eelula han  avanzado
enarmemente, ¥ &l panorama actual sugiere que la
relacion simbigtica entre el microscopio v la célula
seguira mejorando. La célula es una unidad basica
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totalidad por lo gue su estudio sigue siendo de gran interés para diferentes campos de la
ciencia. El gran avance de las técnicas de microscopia surge en respuesta a la necesidad de
los cientificos de nuevas herramientas para observar v lograr dar explicacion sobre el
complejo funcionamiento interno de las célula [que ocurre en ella? donde? como? y en qué
tiempos?), perg ahi radica una complicaciaon. Ver no es siempre una posibilidad en los
sisternas bioldgicos. Una opeidn que ha cobrado relevancia en el ditimo tiempo v que
permita visualizar compartimentos y procesos celulares con un nueva grado de detalle v
definicion, es utilizar estrategias basadas en ingresar sondas moleculares y NPs dentro de
una célula, las cuales son capaces de marcar v localizar los componentes biologicos que de
otro modo serian invisibles bajo el micrescopio. Los avances en |aseres, camaras, vy
tecnologias de procesamiento de imagenes también han desempefiadao un papel crucial en
el creciente campo de la farmacion de imagenes de células individuales utilizando sondas

moleculares y MPs.

La formacion de imagenes de células indviduales por métodas no fluorescentes,
esta encabezada por la utilizacion de MNPs de metales nobles como e grupo mias popular
de sondas, Los metales nobles han conservado su preeminencia entre los investigadores
debido a su estabilidad, facilidad de sintesis y sus propiedades opticas. La plata y el oro son
las dos opciones mas populares, v que se pueden adaptar facilmente para proporcionar
una sefal optica fuerte en el rango visible o en &l infrarrajo cercana. La WP ideal para
generar imagenes de una Onica célula debe ser pequeria para avitar cualgquier interrupcian
de los procesos dentro de la céfula y también proporcionar una sefial lo suficienternente
intensa como para la deteccion optica En este sentido, las NPs de Au y Ag en |a escala de

10 - 100 nm son ideales para la investigacion de células individuales, ya gue permiten
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apravechar tanto sus propiedades dpticas de campe lejano como de campo cercano para

generar imagenes celulares

Una de las aplicaciones mas interesantes de estas NPs plasmanicas funcionalizadas
&5 |a caracterizacidn y cuantificacibn de marcadores y receptares en las diferentes partes v
componentes celulares, ya que nos permiten determinar la organizacion de estos
receptores con una super-resolucion que va mas alla del limite de la difraccion de la luz.
Esto convierte a estas sondas de NPs plasmdnicas en las herramientas de la
bioespectroscopia moderna, ya gue permiten combinar sus propedades dpticas de
deteccion por SERS y por espectroscopia de campo oscuro, con el uso de anticuerpos

conpugados para marcar especificamente el receptor deseado.
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CAPITULO 7 Identificacion, Localizacion y
Cuantificacion de Receptores en
Membranas Celulares con NEs

Plasmonicas

71  INTRODUCCION

Las propiedades dpticas dnicas de las MPs plasmonicas, en particular su capacidad
para acoplarse entre si a traves de interacciones de campo cercano y lejano asi como las
posibles aplicaciones a las que dan lugar, vienen siendo objeto de discusion a lo largo de
pste trabajo de Tesis. Estas propiedades generan una gran vanedad de fendmenos Gpticos
gua son la base de la espectroscopia ultrasensible y el campo emergente de la
bioespectroscopia.’ Ademas, hemes discutido en detalle como las propiedades superficiales

de las NPs plasménicas permiten el desarrollo de diversas estrategias de funcionalizacion
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con biomoléculas, que tienen la capacidad de ser enlazadores especificos y también agentes
hic-reconocimiente capaces de interactuar preferentemente con moléculas especificas. En
este sentido, se discutié como algunas proteinas pueden actuar como enlazantes para la
canstruccién de arquitecturas en la escala nanométrica con gaps controlados (Capitulo 4357
Como resultado, tienen la ventaja de que la distancia v la fuerza de la interaccion entre los
nanccomponentes en las NEs resultantes pueden ser controlados con pregisidn’ La
caracteristica mas interesante de estas MEs, gue surgen de estrategias dirigidas por
biomoléculas, es la posible aplicacidn en dreas emergentes de la biotecnologia y
bioespectroscopia, ya que permiten detectar eventos y procesos en sistemas biolagicos con
niveles sin precedentes de sensibilidad y localizacign

Una de las aplicaciones mas interesantes de las NPs plasmonicas funcionalizadas es
la caracterizacion, deteccion y cuantificacion de receptores de membranas celulares. Estos
tipos de estudio, reguieren de diferentes estrategias para determinar la organzacion
espacial de los receptores de la superfice celular en escalas por debajo del limite de
difraccion,”™ que es una capacidad gue estd mas alld de los métodos de detecoion de
biomarcadores clasicos | como por ejemplo, la dtometria de flujo). En ese sentido; las
propiedades dpticas de MNPz plasmidnicas de oro v de plata, en combinacion con teonicas
de inmunoensayo & inmunomarcacion (técnicas que proporcionan informacion sobre una
dnica biomolécula dentro de una celula), se pueden utilizar para abtener infermacion de La
expresion de los receptores en las membranas cefulares a través de lag espectroscopias
Raman y Rayleigh," ™" Estas téemcas, SERS y espectroscopia de Rayleigh, estan entre las
areas mas interesantes y con mas desarrollo actual en la bicespectroscopia. Un ejemplo que
se ha utihizads durante vanas décadas con aplicaciones en inmunohistoguimica, westarn
blot y las técnicas de inmunoensayo, es el uso de anticuerpos conjugados con NPs de oro

coloidales para la deteccion de epitopes especificos.™* Estos sistemas anticuerpo-Au M5s
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permiten la visualizacion directa de las NPs por microscopia electrdnica y microscopia de
campo oscuro, dando lugar a nuevas estrategias ademds de |a técnica de inmunamarcacion
comdnmente utilizada, para investigar la densidad de receptores en un microscopio
electrdnico o en un migroscopio comun de campo amplo equipado con un condensador
de campe oscuro. ' En estas téonicas, la distribucion espacial de las NPs utilizadas como
marcadores s utiiza para obtener informacion acerca de la concentracion local del
receptor que se desee estudiar, Como se viene discutiendo a lo largo de este trabajo de
Tesis, las propiedades opticas de las NPs y NEs plasménicas dependen de ciertos
parametros morfologicos v geométricos, por o tanto, deben ser considerados a la hora de
aplicar estas técnicas. Esto es asi debide a que el grado de incremento en los espectros
SERS y las frecuencias del modo LSPR en los espectros de dispersion obtenidos con técnicas
de campa ascura también estardn determinados por la forma, el tamafio, 1a densidad y la
proximidad entre las NPs ™™ Debido a las interacciones electromagnéticas dependiertes
de la distancia entre las NPs, la luz dispersada vy los incrementos del campo
electromagnético obtenidos han sido propuestos para dar informacidn indirecta sobre la
densidad bidimensional local de las NPs (en condiciones dptimas, la amplificacion de la
sefial en los espectros SERS y la frecuencia de los espectros de dispersidn pueden ser
relacionadas directamente con la agrupacidn de los receptores de la superficie celular en
clusters). En este sentido, el grupo del Prof. Dr. Bjom Reinhard de la Universidad de Boston
ha demostrado recientemente que la respuesta espectral de la dispers:on dependiente de
la densidad de NPs, utilizando Au N5s de 40 nm funcionalizadas con anticuerpos para dirgie
las particulas hacia los receptores especificos, proporciona una alternativa gue no se basa
en técnicas de fluorescendia para el mapeo de la distribucidn espacial de la densidad de

receptores en la superficie celular.™™ En algunos casas, sin embargo, no es posible obtener
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los espectros de dispersion de las NPs en la superficie celular sin la interferencia de la sefal
de dispersion de la propia célula,

Er este capitulo se describe el desarrollo de una estrategia de funcionalizacion gue
permite evaluar la distnbugion de los receptores de la membrana celular utilizando
simultaneamente diferentes técnicas para obtener informacidn cualitativa y cuantitativa de
parametros de suma importancia en la biclogia celular. El método de inmunomarcacion se
diseno con el fin de obtener diferentes tipos de informacion a través de la misma sonda
plasménica La sonda consiste en Au NSs de 90 nm de didmetro funcionalizadas con el
sisterna STV-biotina {relacidn molar de 5TV/biotina 71}, Los complejos de 5TY-bioting se
anadieron en una relacion de concentracdn suficientemente alta come para garantizar [a
presencia de varias moléculas de STV por NS, Los tres sitios no ocupados de las moléculas
de STV pueden intaractuar con anticuerpos biotinilados especificos como en las técnicas de
inmunomarcacion comunes, En particular, en este trabajo se utilizaron moldcwlas de 5T
comugadas con mofdculas de colorante Alexa Fluor 388 (5TV ), que permiten utilizar de
manera simultanea técnicas de imagen basadas en fluorescencia (como el analisis de
intensidad de fluorescencia) para determinar la distribucidn espacial de los receptores en la
membrana celular, Estas Au NSs bioconjugadas con el sistemna biotina-5TV g, fueron
utilizadas para estudiar un sistema biglogico especifico que se detalla a continuacion,
aungue la metodologia se puede extrapolar a otros estudios biologicos.

El sisterma biclogico seleccionado en este trabajo fueron las células neuronales, las
cuales son células altarmente polarizadas que normalmente extienden varias dendritas
cortas y gruesas, y un axon largo y delgade con una funconakdad diferente (Ver Esquema
711 A). Consistente con esto, muchas proteinas de la membrana (receptores de la
membrana celular) se distribuyen preferentemente ya sea a los axones o dendritas, v las

newronas utilizan diferentes mecanismos para lograr este objetivo,
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Esquema 7,11 Bol de FED y PED1-kd en la reguilacitn died wahico e proteinas de membraras dendritcas en ofulas
neurgnales. &) Rapresertacion psguomatica de una colila rewonal (no en coltivo)] Las mewmaonas son céulas
sharrente polarizadas gue poseen vanas dendrtas de longitud relatvamente corta ¥ anchas en comparacion con el
aoiny, B Representacion esquematica del efeclo de PED de expresidn endogena en la distribucion de oy recaplares
miGhAla El tdfco cowre principalmente hada la memibrana &l doming somatodendritico. C) Regresentacion
msguernabica del efectn de PED-kd enla distnbucicon de % receptanes mGuRia La expresion de la mutante PEDH-
kd indusce wna sfteracidn de la-distnbucicn de los receptores mGluRta, gerarands una distrbucdn homogenea entre
les daminkzs nelronales (derdritas ¥ akon)

Los experimentos descriptos en este estudio se realizaron utifizande cultivas

neuronales preparados a partir del hipocampo de embnones de rata, debido a que este
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sisterna modelo se ha utilizado ampliamente para estudios de trafico neuranal de proteinas
de membrana. En particular, hemos analizado la participacion de la profeina guinasa 07
(PKD1} en la regulacién de trifico de proteinas de la membrana dendriticas. PKDI,
anteriormente llamada oroteina quingsa Cu (PKCW), 8s un miembro de una familia de |as
quinasas de unidn a serinaftreonina por giaciglicerol (DAG)™ que también incluye las
isoformas PKD2 y PKD3. Estas quinasas pueden ser activadas por diversos estimulos a traves
de la via dependiente de PKC,*** y han sido implicadas en diversas funciones celulares **
Durante la Gltima década, PKD1 fue descripta como un regulador a nivel del aparato de
Gelgl para el tréfice de proteinas dirigida hacia la membrana celular % Par otra parte,
se ha demostrado que la expresion ectapica de mutanfes PEDT defectuosos en quinasa
(PKD1-kd), inhiben |a via especifica de fision de la membrana involucrada en el transporte
de proteinas que contienen sefiales de dasificacion basolateral en células MDCKE, ¥ o que
sugiere gue la formacion de la red’ trans-Golgrd (TGN) para el transporte especifico hacia la
superficie celular esta regulada por las vias de fision dependientes de PKDT 2e ha
demostrado que, en el tipo celular especfico utilizado en los experimentos de este trabajo
(neurcnas piramidales def hipocampo de embriones de rata), PED tiene un papel clave en
la polaridad neuronal. Esto es asi debido a gue la inactvacion de esta quinasa altera la
clasificacion intracelular de proteinas de membrana especificas de la region postsinaptica
somatodendritica, tales como el receptor de fransferning (TIR) y la prateina relacionada con
& receptor de baa densidad (LRP1), las que en condicianes de slteracion de PKD1 son
retenidas en la membrana axonal * Estos resultados indican que en ausencia de PED, se
produce la alteracion de la distribucion {missorfing) de las proteinas de membrana
dendriticas importantes para la regulacion del crecimiento (es dedir, la neurotrofina o
receplores de neurotransmisores). En ese sentido, el receptor modelo elegido en este

estudio es el receptor metaboprotice de ghstamate Tz (mGluRla), que es un receptor
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excitatorio de neurotransmisores acoplado a |a proteina G que se expresa principalmente
en fa region somatodendritica postsindptica de las neuronas del sistema nerviosos central
El neurctransmisor L-glutamato actda como el antagonista fiskoldgico de mGluRla,
activando, a traves de este receptor, una via Ga/fosfolipasa C dependiente que conduce a
la liberacidn de calcio de los reservorios intracelulares de Ca® dependientes de mosio!
trifosfaro (IP3). Este ditimo es un mensajero secundario esencial para NUMerosos procesos,
tales comeo la plasticidad sindptica, la degeneracién v el desarrolle neuronal® Las
deficiencias en la transmision glutamatérgica se han asociade con varias enfermedades
neurologicas y neurodegenerativas, tales como la isguemia, trauma cerebral, epilepsia,
esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotrofica, vy enfermedades de Huntington y
Parkinson *** El papel preciso de este tipo de receptores en las enfermedades mencicnadas
atn no ha sido eluddado ™ En el caso de la isquemia, los efectos diferenciales de la
activacidon de mGluR1 o mGluRS (que podrian verse afectados por falta de precisidn en su
localizacién) pueden ser responsables de [a susceptibilidad al dafio citotdxico selectivo (una
caracteristica distintiva de la isquemia) observada en el estriado cerebral *

En el trabajo presentado en este Capitulo e evalud la distribucion somatodendritica
y axonal de mGluRTa, tanto para la expresidn normal enddgena de PKD1 (experimentos de
control) comeo en condiciones de expresion ectdpica de PKD1-kd (Ver Esquema 7118y C,
respectivamente), a traves diferentes técnicas opticas (andlisis de intensidad de
fluorescencia y SERS) vy de microscopia electronica (3EM), 5e demostrd que las sefiales SERS
de las moléculas gue se encuentran entre las N5s inmunomarcadas al receptor de la
superficie celular especifico, permiten caracterizar cuantitativamente no solo la expresion
superficial del receptor sino también su organizacion espacial en dominios sub-celulares
[dendritas y axones). El enfoque utilizada se basa en el hecho de que al mantenerse el indice

de refraccion del medio constante, las propiedades dpticas de las N5s inmunomarcadas
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dependen solamente de |a separacion media y la disposicién geométrica de las NSs en |a
superficle celular y, por lo tanto, de factores que son determinades por la distribucén
espacial 2D subyacente de los receptores celulares. Estudios previos han demostrade que,
debido al desplazamiento espectral en el espectro de la luz dispersada, las interacciones de
campo cercano entre MPs inmunomarcadas, a una alta densidad, pueden detectarse
utilizando eguipos de campeo lejano convencionales, 165 i embarge, no se habia
establecido, previamente a este estudic, una relacion directa entre la respuesta SERS de una
molécula indicadora y la cuantificacion de un receptor de membrana celular,

Se realizaron simulaciones electromagneticas con el fin de comprender la
dependencia de la respuesta del incremento SERS con la densidad de las sondas
plasmonicas unidas a la superficie celular. La comprension del efecto combinado de [a
densidad promedio de las N5s y su organizacidn espacial 2D en las propiedades de campa
cercano de las NSs inmunomarcadas facilita la investigacion experimental de los sisternas
cetulares, En ese sentido, se cuantifico la relacién entre el factor de incremento de campo
electromagnético v la densidad de Au MNSs de %0 nm de diametro inmunomarcadas a las
receptores mGluRia en las células neurcnales. S5e demostra a traves de esta relacion que
las sefigkes SERS de las moléculas informantes permiten realizar una caracterizacion

cuantitativa de la densidad de los receptores en escalas de longitud sub-celulares a traves

de esta espectroscopia optica

72  RESULTADOS Y DISCUSION
7.2.1 Funcionalizacion de las Sondas Plasmonicas
El objetivo principal de este estudio es el mapeo de la densidad de mGluRla en

diferentes dominios de la membrana de células neuronales (dendritas v axones), La

visualizacion de la densidad de mGluRla, ya sea por técnicas opticas o de microscopia
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electrénica, con NSs metdlicas capaces de inmunomarcar al receptor requiere de NPs
plasmonicas funcionalizadas adecuadamente que sean estables contra la aglomeracion en
solucidn y que se unan con una alta afinidad selectivamente al receptar especifico, En ese
sentido, se ditefid una estrategia de funcionalizacion de M5 basada en el sistema 5VT-
biatina, el cual ha sido descripta en varas opartunidades a la large de este trabajo de Tesis,
debida a; a) el alto reconocimients biomolecular especifico de 5TV con bigtinag, bl la fuerte
energia de interaccion del sistema STV-bioting, y ¢} el uso de un control estequiométrico
riguraso sobre el numero de moléculas de biotina por molécula de 5TV (relacién molar de
biotina/STV 1:1). Este riguroso control estequiométrico es necesario debido al hecho de que
las mobéculas de 5TV tienen cuatro sitios de reconocimiento de biotina y mas de una biotina
por molécula de 5TV podrian conducir a ka aglomeracian de las NPs, como ya se describié
en el Capitule 47 La diferencia con respecto a la estrategia de funcionalizacidn descripta en
el Capitulo 6, la cual también se basaba en una relacidn molar de NSs/biotina 11, es gue en
este caso se requiere funcionalizar completamente la superficie de las N5s con los
complejos de 5TV-biotina. Con este fin, se afadid una relacién de concentraciones lo
suficientermente alta comao para garantizar [a presencia de vanas moléculas de 5TV por NP
[relacdn STV MSs 90000:7). La relacion estequiometnca entre STV/biatina permite que los
tres sitios no ocupados de las moléculas de 5TV puedan interactuar con anticuerpos
biotinilados secundarios especificos, al igual gue en las sondas descriptas en el Capitulo 6,
introduciendo flexibilidad estructural adicional en la union al receptor de membrana y
también amplificandeo el nimero de sitios de unién,

La secuencia de inmunomarcacion se presenta en el Esqguema 7.2.1.1. En |a primera
etapa, un anticuerpo policlonal anti C-Myc se une a una secuencia Myc en los receptores
GluRla, [a cual fue intreducida por transfeccién utilizando constructos de DMA& Ver Secoidn

Anexo para mas detalies). Este anticuerpo primario s marcado posteriormente por un
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anticuerpo secundario biotinilado. En el Gltimo paso, las Au M3s bioconjugadas con el
sisterma STW-biotina se unen a través de los stics de union a biotina desocupadas en las
proteinas STV unidas a la superficie de las Au N5s. Es importante tener en cuenta, que &l
nimero de NPs unidas a la superficie celular despues de un tiempo de incubacion constante
depende de la concentracién de MPs en la dispersion coloidal, el nimero de receptores en

la superficie celular, y |a afinidad de unign de las NPs funcionalizadas,

—} Biotina-HPDF T

y Estrgptavaiing — Alew Fluor 488
Y

T Reven b= | miGhsf 1a-Myc)

Hﬁﬂ iy Primaria — [antiouerpo de conejo anti C-Aiyt)

IpG Secundario - [anticuerpo blotinllada de
caltra antl conejio]

Esquiema T2.11 Esquema simdtico mastrandn Ll estrategia de inmunomarcacdn de los receptores do la superficg
cebular y la estrategia de funcionalizaciGn de las sondas plasmdnicas. &) Estrategia de inmunomarcacdn para la
deteccidin de recegtones superfaiales de membrana mizluf1a. En una primera instancia 52 une un anticuerpo primario
anf C-My & los recepbores (30, En b segunda etaga == une un anticuerpe secundario botinilado a los anticusrpos
peimarios (bl Los articuenpos biotmilades poseen varias beotings (3-5 biotinas por anticuenpa), faclitands y
ampliicando of process de ursin a las MPs funcioralizadas con 5TV i), B Estrategia de funcionalizacion de las M5
con el fisterna STV-beoting

La caracterizacion optica de campo lejanc del proceso de funcionalizacidn y
estabilidad de las M5s 52 muestra en la Figura A15 de la Seccign Anexo, Con tal fin, se
registrd el espectro UV-vis de una solucidon de N5s fundionalizadas con una concentracion

de 4,.4¢10* NSs/mL (7,.2:107 M) durante un transcurso de 2 horas, El espectro de extincion
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no exhibid ningdn desplazamiento espectral significativo, lo gque permite descartar procesos

de aglomeracién durante la funcionalizacion de las sondas plasmonicas

7.2.2 Imagenes de Campo Oscuro de las Células Meuronales con Sondas

Plasmd&nicas para Inmunomarcacion

En la Figura 7.2.21 A v B se comparan imagenas representativas de campo oscurg
de una célula neuronal fijada tefiida con Au MNSs de 20 nm de didrmetro inmunomarcadas y
una neurona control, ecta diima obtenida en ausencia de las Au NSs, Pueden observarse
facilmenta las diferencias entre |a célula control y la célula inmunomarcada con NS5 Las
neuronas en presencia de Au NSs exhiben un color naranja intenso debido a las MPs unidas

a la membrana celular, mientras que la célula de contrel solo muestra la luz dispersada

inherante a la celula

F-gura 12,21 bragan de camps oscwg 9 una neursna tratada con Al M35 nmunomarcadas en Rincdn dela
estrategia mostrada en el Esquema 7.2.1.1. &) La wnidn espectica de las Su NS5 funcipnalizadas a la superfioe celular
brnda un colkos Ell'li'.i-"_;.idl:l detidn 3 B ospersion oe las Wis ¥ Un mai'or detalle de la celula Hi Experiments combn,
& donde se raalipd el memio procadeveento Con la axiepndn del paso en &l qus zp afsda &l antstusrpo SECundano
biotinilads. La suserdia de aste antscuerpo frphde [a ureén de las M funconalizadas obsamvindoss alo | dispersidn

inheErenie 8 |la cehda Le barra repreienata 10 um
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Los espectros de dispersion experimentales de las N3s funcionalzadas utilizadas
cama inmunomarcadores del receptor mGIuR1a, asi como la simulacion electradinamica del
aspectro de dispersién de Au NSs de 90 nm se muestran en la Figura 7.2 2.2 A, Como puede
verse en la Figura, existen tres poblaciones diferentes de particulas gue dispersan en el verde
[ = 540 nm), naranja (& = 600 nm), y rajo (& = 620 nm). Para explicar este comportamiento
se realizaron simulaciones del espectro de dispersidn de Au MSs aistadas v de dimeros de
MNSs con gaps de 10 nm y 20 nm. Las simulaciones demuestran que los espectros de
dispersion de las particulas acopladas presentan un desplazamiento hacia el rojo y
aumentan la intensidad con respecto a |a particula aislada (la simulacidn esta realizada sobre
un sustrato de vidrio donde se tiene en cuenta una polarizacién del campo elécrico tal que
genere el maximo acoplamiento posible entre [as particulas). En ese sentido, el color naranja
abservado en las neuronas con Au MSs inmunomarcadas padra atribuirse principalmente a
la presencia de MPs acopladas en la superficie de la célula neuronal {particulas aisladas
dispersan la luz verdes y las acopladas dispersan colores rojizes). De acuerdo con esto, una
mejor Identificacion de las células neuronales funcionalizadas podria llevarse a cabo
utilizandeo un filtre que sola permita observar la dispersion para & > 633 nm, que se atribuye
a la presencia de N3s acopladas. Una imagen de campo oscuro representativa de una célula
neuronal control obtenida con el filtre para ver la luz dispersada en la reqidn espectral con
A > 833 nm e muestra en la Figura 7.2.2.2 B, y las imdgenes de campo oscuro de células
tefidas con Au N5 de %0 nm inmunomarcadas obtenidas con el filtro se muestran la Figura
F222 Cy D Como se puede ver en las Figuras, las células no funcionalizadas presentan
dispersidn de luz roja solamente en la region del soma o cuerpo celular, siendo las dendritas
y el axdn virtualmente indistinguibles en el fondo negro (Ver Figura 7.22.2 B). Lo misma
ocurre en las células no transfectadas (sin la sobreexpresion del receptor mGluR1a con el

fragmento Myc) al ser tratadas con Au N5s inmunemarcadas, como las particulas ne estan
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unidos a la membrana celular a través de la inmunomarcacion especifica del fragmente Myc
ausents, solo se depositan de una manera no especifica (Ver Figura 7.2.2.2 C), El hecho de
que ze observe el mismo patran de dispersion gue en las células no funcionalizadas podnia
estar asociado a |a presencia de particulas aisladas distribuidas al azar que dispersan |a luz
verde unicamente. Por el contrarnio, las células transfectadas sobre-expresan los receptores
de [ membrana celular con los fragmentos Myc que son reconocidos por las Au MSs
funcionalizadas. Esta sobreexpresion también se da en otras regiones celulares ademas ded
soma (dendritas y axones) lo que permite la visualizacion de las dendritas y axones a traveés

de la dispersidn de las NPs inmunomarcadas en estas regiones (Ver Figura 7.2.2.2 D).
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Figura T2.2.2 Diferercias enire newonas transfedtadas ¢ neuronas control atilizando especiroscops de ampo
oscuro. &) intensidad de dispersidn experimental de &u MNEs fondonalizadas depositadas solbre un sustrabo g vidria
{lineas ruidosas) v las simulacionss elecimodinamicas de bos espectros de dispersion de una particuda aislada y dimenos
con gos de 10onemy 20 nm Jlings continua). En & leyenda E denota una medickn experimentsd y T denoda calCuloes
teorcas La knea continua negra repeesents o filira utiizado para abierser |85 SRa0eres G2 CAMpo DScued e B) una
céluda neurcnal ng furcionalizada (Gin ad<ion de parbiculas), C) una cehula rewronal no transfectada (no se expresa
el Il'.'.'l-'=TI'.E'!I'.'.L' H:.-I'.I ar s 1anio las paticulas nose unen & s membrana celudar, v ) una célula nevronal transfeciada

y fuincionalizada con Au Mis. La barra representa 10 pm

Como e ha discutido a lo largo de este trabajo de tesis, las interacciones
electromagneticas entre MPs plasmaénicas son dependientes de |a distancia interparticula.

Debido a esta propiedad plasmonica, se ha propuesto que la luz dispersada permite
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abtener informacidn indirecta sobre la densidad bidimensional local de NPs en un sustrato.
La tecnica de microscopia basada en esta propiedad, también llamada microscopia de
acoplamiento plasménico (plasman coupling microscopy - PCM), ha demaostrado ser una
herramienta muy interesante para el mapeo de la distribucion espacial de receptores en
superficies celulares.™® Sin embargo, no slempre es posible obtener kos espectros de
dispersion de las NPs en la superficie celular sin interferencia de la sefial de dispersion de la
propia céhila, Este es el caso de las células neuronales, en el gue la dispersion de la célula
es de tal importancia que esta carrelacidn no se puede realizar. Si bien las imagenes Gpticas
de las células inmunomarcadas con Au NSs propordionan una manera rapida de conocer la
funcionalizacién relativa, y por lo tanto, la expresion de receptores en la superficie celular,
es dificil para este sistema biclogico en particular el pader determinar las diferencias en la

expresion de receptores basados sdlo en las imagenes de campo oscuro.

7.23 Cuantificacion de la Densidad de MNSs Inmunomarcadas por

Inmunofluorescencia

Como se menciond anteriormente, las moléoulas de 5TV ulilizadas en este trabajo
estén conjugadas con e fluoréforo Alesa Fluor 488 [STV ., por lo que permiten utilizar
técnicas de imagenes fluorescentes de uso comin en biokogia celular, tales come el analisis
de intensidad de fluorescencia por microscopia confocal, para mapear la distribucion
espacial de los receptores en la membrana celular. Con el fin de cuantificar |a fluorescenca
en kos axones y dendritas, se trazaron varias Hneas de un pixel de ancho en secciones
seleccionadas al azar del axdn y las dendritas (6-10 lineas cada uno) y se calculd el promedio
de fluorescencia de cada region. Esta fluorescencia promedio de las dendritas y axones,
para cada condicion expernmental (transfeccidn de mGluRla y transfeccion del receptor

canjurtamernte con la alteracién de PKDT, PED1-kd), se calculé a partir de un minimo de B
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células de al mencs tres cultives diferentes, Los valores promedio fueron corregidos de
acuerdo con un valor medio de fluorescencia del fonde determinado a partir de varias

regiones gue contienen neuritas no marcadas.

La evaluacion de los cambios en la distribucion somatodendritica v awonal de
mGluRia (missarting), en condiciones de PKD endogeno o sobreexpresion ectdpica de
PED1-kd, generalmente se determina utilizando un indice de polanidad (1LP.) definido com:

LP.= (Sefial en Dendrita) / {Sefal en Axdn) L]

donde "Sefial en Dendrita® y “Sefal en Axdn® corresponden a cualquier pardmetro medible
que pueda ser utilizado para inferir la densidad de receptores somatodendritica o axonal,
respectivamente. Distribuciones de receptores uniformes entra los dos dominios dan lugar
a un LP. cercano a 1, mientras que una ennqguedmiento del receptor en el dominio
somatodendritico da lugar un valar =1, y un enriguecimiento del receptor en el dominio
axonal da lugar a un valor < 1,

Se [levaron a cabo experimentos preliminares con el fin de comparar los resultados
utiizando NPs funcionalizadas como sondas especificas para marcar el receptor de la
membrana celular y los resultados obtenidos con el analisis de intensidad de
inmunofluorescencia comin. Este analisis de control consistio en la comparacién de la
intensidad premedio de inmuncfluorescencia de células por medio de la estrategia de
inMmunomarcacion descripta en el Esgquema 7.2, es decir una solucidn de Au N5s
funcionalizadas con una concentracidn final 1.2x107 M de proteina STV g, con la intensidad
promedio de inmunoffucrescencia obtenida para la incubacidn de las células solameanta con
5TW,5 @ la misma concentracién usada para funcionalizar las NPs. En ambos casos s
utilizaron el anticuerpe primario v el anticuerpo secundario biotinilado. La comparacion
entre las dos técnicas se realizd mediante la determinacion dal |P. en las condiciones de

expresion endogena de PKD1 (Ver Figura 7.2.3.1). Los resultados muestran que el uso de la
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técnica de MSs funcionalizadas permite obtener los mismaos valores de |LP. que |os obtenidos
con el andlisis de inmunofluorescencia comun, Esto indica que la presencia de las NPs en |a

superficie
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Figura 7.2.3.1 Corngaracidn entre [a téonica utiizando ks M funcionalizadas con 5T ¥ &l anialisis de intensidad
e luoresceras comin, A) Esquema sabéton & expanmerto de eimunofiuorescenss coman. B Esquema aintetso
dorde se muestrs I3 thenica basada en NSs funcionsizadas, C) Comparacion entre e Indice de Polaridad [1P)
utiizande inrunoflsorescenca coman (5TV conjugada con Adexa Fluor 4800 v la téonica Badada en MSs
funcienalizadas para inmunomarcackin. Bl experimento se realad para newonas con expresion endogena de PED1
La concentradan final de 3TV, fue la misma en ambos experimantos

Una vez confirmada la validez del método de MSs funcionalizadas por comparacion
con las técnicas de inmunofluorescencia comunes, se procedit 2 determinar el LP. para las
dos condiciones experimentales de este trabajo (es decir, |a expresitn endogena de PED1y
expresion ectopica de PKD1-kd, en ambos casos en combinacidn con la transfeccidn de
miGluR1a), Las imagenes de fluorescencia que se muestran en la Fgura 7.2.3.2 revelan que
en los experimentos de control (expresibn PKD1 enddgena normal) la distribucion de
mGluRla se produce principalmente en los dominios somatodendriticos, mientras gue en
las condiciones de expresion ectopica de PKD1-kd, se producen cambios en la distnbucion
de mGluRla (mEsartingl, como se evidencia en la disminucion del |P. Este analisis reveld
claraments que la expresion de mutantes PEDT-kd induce una alteracion en la distribucion
somatodendritica de mGluR1a, provocando una distribucidn homogénea entre bos dominios

reuronales.
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Flgura 7.£4.3.2 Cuanimcacn de b3 densidad Mo mmunomancadas por inmunoflucrescenca, A) Imagen: confocal de
fluorescencia mostrarda la distnbuckn de mGlRTa en neunonas piramidales de hipocampo de rata, Molar que la
distribuciden ded recepior se localiza de marera preferencal en el dominio somatodendrinog (no oe Igra nbservar el
auin). B) Imagen corfocsl de fluorescencia mostrands |8 distibucksa de mGURTE en neuronas que axpresan PO -
kd. Motar que luego de la exgreson de PED1-id, el recepdor 22 lacalizes anie en las dendnias como en &l axon [ver
las Fechas Blancas en La lmagen), C) Grafico de baras del LP. calculscs utiizando la irfenudad de flecrescenns
promedic de las dos condidanes estudiadas en este frabajo expresan endagena de PEDT imGhaATal v
sobreerprasadn de PEDAkd (mGluRla « PEDN<Ed). Los valores mformados comesponden al promedio y su respectiva
desea0dn ectandar, obienidos de fres expenmentos sepasados. Bl ° representa dderencias 'Sh;"-fl'.-}'ll'--il'i- Birine Jok

dos grupos de souendo con el 188l e Turkey con p o< 005, La barra regresenta 10 pm.
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7.2.4 Cuantificacion de la Densidad de N5s Inmunomarcadas por SEM

La técnica de inmunofluorescencia reveld que la alteracion de la proteina PKD1-kd
induce cambios en la distribucion somatodendritica y axonal (missarting) del receptor de
membrana dendritica mGluRla, generando una tendencia hacia una distribucidn
homogénea entre las dendritas y el axon. Con el fin de corrobarar los resultados obtenidos
por el analsis de la intensidad de fluorescencia, se inspecciond la superficie celular
inmunemarcada con Au MSs funcionalizadas por medio de microcopia electrdnica SEM,
tanto para la expresidn enddgena de PEDT como para las condiciones de expresion ectopica
de PKD1-kd, va que el uso de las N5s metalicas permite inferir |z distribucion espacial de los
receptores a traves de la observacion directa de las particulas en un microscopio

alestrdnicn,

La cuantificacion de la densidad de MNSs inmunomarcadas a través de la inspeccion
de las imagenes SEM se determing mediante el calculo de la densigad de Av NS5 promedio
en las superfice celular( p), utilizando un programa de procesamiento de imagenes (Image-
l). La densidad promedio de NPs para los diferentes dominios de la celula neuronal es un
valor cuantitativo que permite analizar los niveles de expresidn de los receptores de
membrana. Los valores de p de dendritas y axones para cada condicion experimental se
determinaron minimamente en 10 células a partr de al menos dos cultivos diferentes. Los
valores promedio fueron corregidos de acuerdo con un valor p promedio del fondo ya que
el polimero utilizado para fijar las células neurcnales (polilising) es también un agente

utilizado para fijar NPs a sustratos.
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stran en la Figura 7.2.4.1. Es importante resaltar que la distribucian

de NPs inmunomarcadas no es hoer a8 o [a arficke celular, Si bien esto
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puede deberse a un efecto de formacicn de dlusters de los receptores marcados, debido a
que el tamafo del receptor es solamente un 10% comparade con el tamafio de las Nas, en
principio no sé puede hacer una correlacion directa entre el numero de NPs observadas y
&l ndmero de receptores mGluRla (Ver Figura 7.2.3.1 A v B). 5in embargo, hay trabajos
previos que describen la distribucion preferencial de los receptores mGluRla dentro de
microdominios a lo large de la membrana de células neurenales. ™ al igual que se observa
en el patran de distribucian de NSs en las imagenes SEM. Como se discutird mas adelante,
esta formacion preferencial de dlusters de NSs en la superficie cefular, como consecuendia
de los ciusters de receptores, tiene importantes consecuencias en los patrones de
incremento de campo cercano de las N5s que son responsables de bos espectros SERS

experimentales,

Las valores de p abtenidos para las celulas controd {expresion endagena de PRDT)
fueron 51 NSs/pm’ para dendritas y de 2 NSs/pm?® para axdn (Ver Figura 7.2.4.1 A). Estos
valores son claramente consistentes con las imagenes de SEM de las dendritas y axon,
donde e puede observar una menor densidad de N5s en el dominio axonal. For el
contrario, una inspeccion de las imagenes SEM para la condicion de expresion ectopica de
PEKD1-kd evidencia un aumento de la densidad superficial de M5s en el axon (Ver figura
7.2.41B). Para esta condicion expenimental los valores de p obtenidos fusron 30 NSs/fum’
en dendritas y 8 MN3s/pm® en el axon. El |P. calculade de acuerdo con las densidades
superficiales promeadio (p) se muestra en la Figura 7.2.4 2. Los resultados obtenidos estan
en excelente acuerdo con los abtenides para el andlisk de inmunofluorescencia (es dedir,
la expresion ectdpica de PKD1-kd induce cambios en da distribucion somatodendritica iy

axonal (méasoming de los receptores mGluR1a)
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Figura T.2.4.2 Cuantificacidn de fa densidad Wis mmunomarcadas por SER. A) brdgenes SEM representativa do una
dendrita v un amdn para las dos condiciones de este estudicc espeesion enddgena de PEDT (mGlRla) v
sobreaepretion de PED -kd  [mGloH1a + PED-kd). B) Grafico de barras del | P caloulado utilirando kB densidad de
Mis promedic por SEM para s dos condiciones sstudiadas en este trabajo. Los valares informados corresponden
al promedio v su respectiva desviacion estandar, obteniios de fres expenmentos separsdos. Bl * representa

diferencias significativas entre los dos grupos de acuerdo con &l test de Turkey con p < 0,001

7.2.5 Cuantificacion de la Densidad de N5s Inmunomarcadas por SERS

El objetivo principal de esta seccion es demaostrar que el uso de un protocolo de
inmunomarcacion de receptores especificos en la membrana celular con Au N3s permite
medir los espectros SERS correspondientes a las moléculas en los Aof spols entre |as
particulas y estas sefiales SERS se pueden asociar a la densidad de los receptores
especificos. Como se menciond anteriormente, los espectros de dispersidn de la membrana
celular con MN3s immunomarcadas dependen de la densidad de N&s, y esta caracteristica ha
demostrado ser una herramienta valiosa para cuantificar el grado de expresion de los
receptores de la membrana celular, 5in embargo, la complejidad del entomo local de los
ousters 20 de NPs en la membrana celular hacen gue sea muy dificil correlacionar las
sefiales SERS a la densidad de los receptores, ya que se deberia conocer cual es la molecula
o las moléculas que estan actuande como reportero Baman [es decir, componentes de la
membrana celular, maléoulas funcionalizadas en fa superficie de las MPs, etc). Con el fin de

racionalizar la respuesta SERS experimental como una funcién de la densidad de MN5s, se
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deben escoger condiciones experimentales (potencia del laser) para garantizar que las
sefiales SERS estdn lbres de las contribuciones Raman de |a célula. Ademas, se debe realizar
una rigurosa asignacién de bos modos vibracionales del espectro SERS para identificar las

moleciilas activas en Raman,

Los espectros SERS experimentales fueron adquiridos a partir de celulas
inmunomarcadas con M3s con una potencia de laser de 1%, y a partir de celulas control sin
MSs al 1% (0,65 mW) y 100% (B5 mW) de potencia del laser. Esta Gltima condicidn (células
neuranales sin NPs) no da lugar a espectros Raman discernibles cuando se utiliza una
potencia del laser de un 1%, pero si se logra registrar & espectro Raman de las celulas al
100% de potencia laser (Ver Figura A16 de |2 Seccion Anexc), Teniendo en cuenta esto, y
para evilar sefales Raman espunias procedentes de la célula, se utilizé la potenca del Laser
al 1%, En esta condicidn expenmental, la presencia de picos en los espectros SERS sdlo
pueden ser asignados a la presencia de maoléculas ubicadas en los Aot soofs generados por
las M55 en la superficie celular. La Figura AT de ke Seccion Anexo muestra el espectro
nbtenido a partir de una dendrita de una célula neuronal en la condicidn experimental de
expresitn endogena de PKD1 La asignacidn de los modos wibraconales se realizd por
deconvoluciin del espectro SERS para obtener las frecuencias de wvibracion, Estas
frecuencias se compararon con las frecuencias experimentales de los modos de vibracion
de las moléculas de STV." ya que es la molécula que se encuentra en los gaps Como se
puede observar, existe una excelente correlacion entra las frecuencias de los modos
reportados  experimentalmente para la molécula de 5TV y las  frecuencias
deconvolucionadas del espectro SERS de las células inmunomarcadas con NSs. Esto lleva a
la conclusion de que el uso de esta estrategia de funcionalizacidn para generar las sondas
de NS5 permite obtener espectros SERS asociados a las moléculas funcionalizadas en la

superficie de las NSs (maléculas de 5TV), donde la intensidad de sefial dependera de la
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separacién media y la disposicion geométrica de las NPs en la superficie celular y, por lo
tanto, de la distribucion espacial subyacente de los receptores especificos, Notar que existe
un cierta grado de redistribucidn de los componentes celulares por reaccion con toxinas,
anticuerpos o antigenos, En este sentido, es de esperar que haya redistribucion de los
recetores celulares al funcionalizar |a superficie con MPs. Por este motivo, es crucial realizar
previamente experimentos control, come el que se muestra en la Figura ¥231,
comparando los efectos en ausencia y presencia de las NPs. El hecho de que el experimento
control para expresion enddgena de PEDT presentara los mismos valores en ausencia y en
presencia de MPs indica que la estrategia de funcionalizacian brinda flexibilidad estructural
adicional en la union al receptor de membrana disminuyendo los efectos generados por la

MP en la distribucion de los mismaos.

La determinacion cuantitatva de la distribucdon de mGluRla en los distintos
dominios de las células neuronales para las dos condiciones experimentales (expresian
endogena de PEDT vy expresion ectopica de PED1-kd), se efectud calculando el ILP. de la
intensidad SERS promedio obtenida en los axones y dendritas, Este promedio se realizd
mediante la medicion de varios espectros en diferentes ronas seleccionadas al azar del axén
y las dendritas (10 puntos en cada dominio) para 10 células a partir de al menos dos cultivas
diferentes. Las diferentes densidades relativas de NPz en las dendritas v & axdn, mostradas
en las imagenes SEM, asi como los espectros SERS tomados en diferentes puntos de una
céfula neuronal se presentan en la figura 7,.2.5.1 A. Como se puede observar claramente en
la Figura, las maximas intensidades de los espectros SERS se encuentran en las dendritas
donde hay una mayor densidad de MPs en comparacion con el axan. Si bien kos picos de
los mados de wibracidon de las moleculas de 5TV estan presentes en todos los espectros
SERS medides, la intensidad relativa de los modos de vibracion es diferente de un espectro

a otro. Esto podria deberse a los efectos de calentamiento asociados a la excitacion LSPR
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de las NSs a la longitud de onda de excitacidn Clleulos tedricos del calentamiento
fototérmico de las proteinas por las NPs de oro muestran un limite superior de gradiente
de calertamiento de 72,8 *C - 67,9 “C, v un limite inferior de 53,3 °C - 50,4 °C (Ver Metodos
Complementarios en la Seccion Anexo). Motar gue se genera un gradiente de
calentamiento, alcanzandose la mayor temperatura en la superficie de la NP. Este
calentamiento podria dar lugar a la excitacion vibracional de los modos normales de |3
proteina Io cual conduce a un cambio de la conformacidn de las proteinas que se
encuentran en los Aot spats * Por este motivo, para evitar errores inherentes a ba variacion
de las intensidades relatvvas de los diferentes modos de vibracion, se tomo el valor de la
integral de la sefial SERS en el rango de 1650-1510 ¢! (Véase la figura 7.2.5.1 B), Este rango
de frecuencias comprende al mode Amida | (absercién apreximadamente a 1650 cm”, que
surge principalmente del modo de estiramiento de C=0 con contribucionas menoras de |a
vibracion de tension fuera de fase de C-M, la deformacian C-C-M y la flexidn en el plano M-
H) v al modo Amida Il (absorcidn aproximadamente a 1510 em”, que surge por la
combinacidén fuera de fase de la flexion en el plano MN-H v el estiramiento C-N con
contribuciones menores de la fleon en el plano C=0 vy los estiramientos C-C y N-Cl de la

proteina 5TV ¥

Los valores de LP. calculados ufilizando el promedio de |a integral de las sefales
SERS en dendritas y axones para las dos condiciones experimentales de este trabajo se
muestra en la Figura 7251 C, Los resultados no salo estan en muy buen acuerdo con los
resultados de LP. ebtenidos por inmunofluorescencia v el analisis SEM, sino que también
demuestran |a utilidad y la sensibilidad de la ¥cnica SERS aplicada a |a determinacian de |a

destribucion de receptores en la superficie celular utilizando sondas de MPs plasmonicas,
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Figura 725 1 Cuartificacian de la densidad M5 inmunomarcadag por SERS. A Esgqusema comparativo mostrancs La
los carmiios en la imbensidad relateea de los espectros SERS v ks densidades relativas de las NSs inmunomarcadas en
la superficie cedular, par medic de imageres SEM asociadas a los cambios espectrales. B) Representacion esguermdatica
det rango de frecusncias ublizado pera calcular la integral ded espectro SERE. O] Gratico de barras g=| LP. calculado
utilizanda el pramedio e lanteqral del especiro SERS para las dos condiciones emudiadas en esie rebajo expresian
endigena de PEOT imGlulla) v espresidn ectdpica de PEDI-kd ImGlufla + PEDY-kd). Los valores inforrnados
cormesponden al promedio ¥ a0 resgeclive Gesvacion estandar, ODIen|i0os o8 res expermanios separados. £l *
represarita diferancias significativas anfre fos des grupos de aouerdo con el test da Turkew con poc 05

7.2.6 Correlacionando la Respuesta SERS con las simulaciones Electrodinamicas
(Relacion de Densidad - Incremento de Campo Cercana)

La consistencia entre las tacnicas basadas en inmunofluorescencia, SEM y SERS

utilizadas para caracterizar la densidad de NPs inmunomarcadas, v por lo tanto, para



Diseftio NEs Para Marcar Antigenos en Membranas Celulares | 216

caracterizar la distribucion del receptor mGluRla en dendritas v axones confirma gue el
mapeo SERS debido al acoplamiento plasmonico permite la deteccion de diferencias en el
valor de p en escalas de longitud sub-celulares. En este sentido, en un siguiente paso se
estudiaron los mecanismos de interaccidn electromagnética entre las NPs en la superficie
celular en funcion de la densidad de MSs mediante calculos del incremento de campo
cercano, De esta manera, se logro comelacionar indirectamente las intensidades SERS

medidas con la densidad de M5z inmunomarcadas en la superficie celular,

Como se discutio en el Capitulo 2 (Ver Seccion 2.5.4), el incremento S3ERS debido al
mecanismo electromagnético puede calcularse teniendo en cuenta el incremento de campo
a |a frecuencia incidente y of incremento de campo a la frecuencia particular de Stokes del
modo que se esté analizando. 5in embargo, para corrimientos Raman pequefos, &
incremento SERS electromagnético puede caloufarse como la cuarta potencia del
incremento de campo a la frecuendia incidente ® Considerando que esta aproximacian es
valida para los modos considerados en el rango de frecuencias analizado en los espectros

SERS, el factor de incremento de campo slectromagnético (EFEF) én este estudio se define

COImed;
EFEF = |M{w)i* (7.26.1)
1 Ewa
Il = (j£]) 7262

donde |[Mw)] s el cuadrado del campo eléctrica merementado a la frecuencia inoidente
[m). Utilizando esta aproximacion para el calcule de EFEF, se examind la vanacion de EFEF
an funcion de p, mediante el modelado electrodinamico riguroso utilizando la teoria GMM,
En todos los casos, se realizaron simulaciones utilizande un indice de refraccion efective de

N = 123, el cual fue estimado de acuerdo con la aproximacion de medio efective como
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gl promedio de los indices de refraccidn de la membrana (M = 145 v el aire

cireundante {n. . = 1,0003).7

Con el fin de evaluar £FEF en funcion de & densidad de N5s (EFEF (p)), se
consideraron 1 densidades diferentes (desde 1 NSs/um’ a 50 NSs/um?’), y 5 configuraciones
aleatorias diferentes para cada densidad. Ademas, se utilizaron diversos dmites infenones
e incremento oe campo (T,,.) para calcular el EFEF promedio de acuerdo con la Ecuacion
3.2.2.1. 5i bien los mayores incrementos se logran en Ao spofs entre NPs fuertemente
acopladas, las sefiales experimantales SERS no deben ser solo atribuidas a las moléculas
ubicacas en estos gaps ideales (es decir, solamente cuando hay MPs fuertemente acoplados
con distancias interparticula muy pequenas entre ellas), va que al presantarse arreglos con
configuraciones 20 complejas con un gran numero de NPs hay que considerar un campo
promedio gue excede |as regiones del gap de los Ao spofs makmos, Teniendo esto en
cuenta, se debe considerar un limite inferior adecuado. Como es evidente, el aumento del
EFEF promedio, calculado segun la ecuacion 3.2.2.1, dependera en gran medida del valor
[ i utilizado en |2 integracion (a menor I, menor sera el valor de <T (w)>). A modo de
ejemplo, la Figura A18 en la Seccion Anexo muestra el mapeo de las regiones con
incrementos de campo superiores a un valor de T, determinado. Los diferentes colores
utilizados en esta figura corresponden a los diferentes valores de T, (@2ul para T, = 9,
rajo para T, = 100, y verde para I, = 400). Este resultado muastra claramente que las
regionas can I” > 9 sobreestiman considerablemente los gaos entre las particulas teniendo
en cuenta regiones donde no hay efectos de acoplamiento suficientes para generar sefiales
SERS, mientras que [° = 400 solo considera los Aot spofs generados en gaps
extrermnadaments pequenos entre MPs subestimando |a mayoria de las regiones activas. Las
regiones con incrementos I = 100 comprenden a las NPs lo suficientemnente cercanas para

dar lugar a gaps entre |as particulas que tienan valores de incremento lo suficiantemente
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grandes y confinados para dar lugar a la respuesta 5ERS, sin subestimar o sobreestimar
regiones activas. Por lo tanto, se utilizd un valor de T, = 100 para los cakoulos de EFEF. En
la Figura 7.2 6.1 se muestra la distribucidn espacial del incremente de campo simulado para
diferentes densidades de MPs en configuraciones 20, para valores p seleccionados (p = 10,
20, 30, 40, 50 N3s/um” - Figura 7.2.6.1 A-E}, y el EFEF{p) calculado en todo el rango de p
investigado (Figura 7.26.1 F). La relacién EFEF(p) para la distribucion aleatoria de M5s
muesira una dependencia lineal con la densidad de NSs, en el rango investigado de p. 5in
embargo, se espera que a medida que el ndmero de M5s aumente esta tendencia llegara a

un régimen asinlGtico ya que todos los sitios disponibles para NSs estaran ocupados
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Figura T.2.6.1 Simulaciones ge campo cescano de la respuesta SERS en funcidn de la derdidad de MEs irmadiando 4
633 nim. A-21 Simulacones de campo cercano de la distribucion espacal del ncrements de camph pan diferenies
dentidades de M5 enconfiguraciones 20 para valores de p seleccionacios {p = 10 20, 30, 40, 45 MYsnml F) felacidn
entrg gl incremante do campo electramagrético [EFEF) y po La relacsdn fue determinads para 11 diferenies denudades
idesde 1 S a 50 NSsfpmd) y 5 eorfiguracienes al azar para cada densidad. Los wabores ded EFEF(p) promedss se
pres=nta en cirdulod woketas,
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Con el fin de realizar una correlacion cuantitativa entre las simulaciones de campo
cercanc v 1a respuesta 5ERS experimental, se determino el P, utilizando la relacion EFEF(p)
tedrica v los valores de p experimentales obtenidos a través de la técnica SEM. El ILP.
calculado se muestra en la Figura 7.2.6.2, junto con la simulacidn de campo cercano para
los valores experimentales de p. Como puede observarse en la Figura, a valores bajos de p
la respuesta de campo cercano esta dominada por N5s individuales. A medida gue aumenta
p, la probabilidad de encontrar MSs a distandias lo suficientemnente cortas para generar
incrementos de campo considerables también se incrementa. Por otro lado, el ndmero
promedic de hor spots entre N5s acopladas en la superficie celular también aumenta.
Debido a que ambos efectos son sinérgicos, el efecto neto es un incremento general de la
respuesta SERS con p (Ver Figuras T2.51y 7.2.61). En este punto, es importante tener en
cuenta gue como se puede observar en las imagenes SEM, incluso a bajas densidades de
N5s, existe algun grado de formacion de olusters de N5s. Esto podria atribuirse a que se
sabe gue este receptor (mGIuRTa) presenta una distribucion heterogénea en la superficie
neuronal (distribucidn en microdominios)™ En ese caso, e valor promedio de EFEF
dependerd no solo de p sino también de su organizacion espacial. Por lo tanto, una
formacion de clusters de NSs debida a una distribucidn heterogénea del receptor en
microdominios dara lugar a valores promedic de EFEF significativamente mas altos en
comparacion con una distribucion homogénea de NPs, incluso si el valor de p es idéntico.
La dependencia de EFEF tanto en p como en fa heterogeneidad de la distnbucion de MNPs
puede refacionarse directamente con [a organizacidn espacial de los receptores de [a
membrana celular. En las simulaciones realizadas en este trabajo se utilizaron distribucionas
aleatorias con un cierto grade de formacion de clisters para emular la expresion de este
receptor de membrana de una manera mas realista. Teniendo en cuenta estas

cansideraciones, se logra obtener un valor de LP. que esta de acuerdo con los LP,
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determinados por SEM v SERS. En estas condiciones, un aumento de p conduce a un

aumento en el ndmero de MPs acopladas.
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hgu.u 1.2.6.2 Cormelacidn ouantitativa enkre las MN3s inmunomancadas y las simulacionss de campa Cercanc. &)
Simulacicnes de [ respuesta de campo cercant de dstibudanas 20 M5 v g imagenes SEM con densidades cas
identicas. B} Gratico de bamras died 1P caloulada utlizands s relacion EFERp) y &l valor de & promedo delenmenada
cxparimentalments par medio de las imageres SEM, para las dos condiciones estudiadas en este trabajoc enpresian
enddgena de PEDY ImGlR1a) v edpresicn etopica de FEDT-kd (MgluRla + PEDI-kdh Los valorey informados
cormesponden al promedio v su respectiva deswacion esténdar, obtenidos de tres expsimertas separados. Bl *
mepresenta diferencias signifcativas enre ks dos grupos de acaerda con & et de Turkesy 6on po< 0,05,

El ewcelente acuerdo obterido para los |LP. utiizando las diferentes téonicas se ha
discutide a bo largo de este Capitulo. En todos los casos, los resultades indican que en |a
expresion endogena de PKD la distribucion de la mGiuR1a se produce preferentemente
hacia los dominios somatodendriticos de células neuronales, mientras que en presencia de
PED1-kd se produce el cambio en la distribucion (missortingd de este receptor hacia el
dominio axonal. Una correlacion directa entre bos resultados obtenidos por las diferentes
técnicas 58 presenta en la Figura 7.2 6.3, donde se compara el cociente en los valores de |LP.
obtenidos para las dos condiciones expenimentales para cada técnica descripta en este
Capitulo (relacion de |LP. = LP. de axpresidn endbdgena de PKD1 / LP. de expresidn ectdpica
de PEDA-kd). Como puede observarse en la Figura, hay una excelente correlacidn entre

todas las tecnicas, incluyendo los | P, determinadaos teoricamente, siendo los valores teoricos
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solo ligeramente superiores, Esta diferencia puede ser racionalizada si se considera que el
EFEF fue calculado usando varias aprommaciones. el sustrato se considend sdlo a través de
la aproximacion de meadio efective en lugar de una consideracion explicita, vy se utilizd la

aprovimacion de la potencia a la cuarta del incremento de campo
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Figura 7.2.6.2 Grafo de barras mostrando la comparacdn cuantitativa de la relandn de LP. determrminado por

flucrescercia, SEM, SERS y wirmulaciones. de Campo Carcand oan GdR

73  CONCLUSIONES

En el presente trabajo se utilizd una estrategia de funcionalizacion para lograr la
marcacion multivalente con Au NSs en un receptor de membrana del neurotransmisor
glutamato (mGiuR1a) de manera eficiente y selectiva. Adermds, se evalud ef papel de PKD1
en el trafico de mGluR1a en células neuronales madiante la cuantificacion de la distribucidn
somatodendritica y axonal, tanto en |2 expresion endogena de PED1 comao en condiciones
de expresion ectopica de PKD1-kd. Los analisis realizados para mGIluRla en este trabajo en

€l future podran ser aplicades a diferentes receptores de membrana celular,
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La compartimentacién en distintos dominios es crucial para el buen funcionamiento
de las células neuronales. Tanto los dominios somatodendriticos come el dominio axonal
tienen su propia gama de proteinas de membrana, que se clasifican en diferentes secciones
de la via secretora para llegar a su corecto desting final. Se conoce que las alteraciones en
la clasificacion de proteinas dendriticas y axonales conduce a cambios sustandiales en el
desarrollo de estos domines neuronales, asi coma en el nivel de la transmision sinaptica v
por lo tanto a la plasticidad neuronal la cual estd asociada con diversas enfermedades como
la epilepsia, Huntington y Parkinsan, entre otras. En los estudios realizados en este trabajo
se indujo la sobreexpresion de la proteina de membrana y se usaron anticuerpos para la
inmunomarcacian, lo cual podiia alterar la distribucidn de las proteinas en la membrana
celular. 5in embargo, los resultados presentados en este Capitulo (la proteina PKD estd
imvolucrada en la distribucion y regulacién de mGluRla, probablemente a nivel de TGN),
estan en excelente acuerdo con estudios previos donde se observa el mismo fendmeno
para otros receptores somatodendriticos al inactivar PKD1*%* En ese sentido, se observd
claramente que la expresion de PED7-kd indujo una alteracidn dramatica en la distribuecidn
intracelular de los receptores mGiuRla. Como era de esperar, en las neuronas control
{expresion endogena de PEDT) mGluRla se restingid principalmente al dominio
somatodendritico. Por el contrario, cuando [as neurcnas se transfectaron con PED-kd,
mGluR1a se encontré no sélo en las dendritas, sino que también ampliamente distribuido a
lo largo de los axones, Este analisis revelo claramente que la expresion de PKDI-kd induce
cambios en la distribucion somatodendritica y axonal (mssorting) de este receptor
particular. Esto podria explicarse, en base a que fuego de la inactivacion de PKDT, se genera
un defecto en la biogénesis de las vesiculas en el aparato de Golgi ubicando la carga

erranea en las vesiculas.
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Por otro lado, se demostro que |as sefiales SERS de las moléculas que s& encuentran
entre las NPs inmunomarcadas a un receptor de la superficie celular especifico permiten
realizar una caracterizacion cuantitativa no solo de su expresion superficial, sino también de
su organizacion espacial en dominios celulares [dendritas y axones). Por otra parte, esta
caracterizacion puso de manifiesto gue los incrementos de campo cercano dependientes
de la distancia interparticula entre NPs inmunomarcadas permite caracterizar la densidad
pramedio [p} de NPs en la superficie celular en escalas de longitud sub-celulares mediante
la combinacidn de la espectroscopia dptica y microscopia electrénica, asi como las

simulaciones computacionales elactromagneticas.

Ademas, se realizd un analisis detallado de como el EFEF se relaciona con la
densidad de MPs y con la organizacion espacial de receptores en escalas de longitud por
debajo del limite de difraccion de la luz. En el caso del receptor mGluR1a se encontré que
este tiende a formar clusters en la superficie celular, incluso a bajas densidades de NPs, lo
cual es consistente con estudios pravios que abservan la distribucion de estos receptores
en microdominios. Ademas, se encontrd que las simulaciones de campo cercano de las
distribuciones de MNPs observadas experimentalmente en funcidn de p reproducen la
relacion de | P. deterrminada expenimentalmente por fluorescencia, SEM y SERS. A su vez, se
demostro que la respuesta SERS (dominada por moléculas de STV ubicadas en los bot spots)
puede utilizarse para deducir |a densidad del receptor inmunomarcade. En &l contexto de
aste trabajo, se concluye que los estudios experimentales y tedricos combinados confirman
que la respuesta SERS de MPs inmunomarcadas a receptores de la superficie celular son
capaces de proporcionar informacion no solo acerca de los niveles relativos de expresion,
sino también sobre |a organizacion espacial preferencial de los receptores en la superficie

celular.
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Ciertamente, en estas tecnicas de deteccion basadas en las propiedades opticas de
sandas de NPs plasmanicas, coma SERS, la sensibilidad de deteccidn para la cuantificacion
de mokeculas en la superfice celular serd dependients de las propiedades opticas de campo
cercana de las NPs inmunomarcadas y, por lo tanto, de factores que son determinados por
la distribucién espacial 20 subyacente de los receptores especificos (g5 decir, en la
separacion media y |2 disposicion geométrica de las NPs en |a superficie celular). Se espera
gue los receptores agrupados en microdominios (como es el cato para mGIuR1a) generen
distancias interparticula mas pequefias aumentando ef numero de Hor §pors y, como
consecuencia, produckendo mayores incrementos de campo e intensidades SERS mayores,
En el caso de recoptores de membrana celular que presenten una distribucion homaogeénea,
la distancia media entre los receptores serla un factor crucial, que se tendria que considerar
a fin de dar una comparacion realista entre la intensidad experimental de las sefiales SERS
v el EFEF como una funcion de la densidad de MNPs (EFEF(p)). Sin embargo, esta técnica por
si misma no puede producir suficiente informacidn de la distribucion espacial de los
receptores de la membrana celular. Una correlacidn més directa de la distribucion espacial
20 subyacente de fos receptores podria realizarse por SEM utilizanco NPs con un tamafio

cercanc al del receptor de membrana, lo cual reguerira de microscopios de alta resolucion

En resumen, en el presente Capitulo, se propone una nueva estrategia de
funcionalizacion que permite evaluar la distribucion de los receptores de la membrana
celular utilizando simultaneamente diferentes téonicas que dan no sdlo mformacion
cualitativa sino tambien cuantitativa de parametros de suma importancia en la biolegla
celular. Por otra parte, se demostrd que las propiedades dpticas de MNPs inmunomarcadas
parmiten caracterizar bos niveles relativos de expresion de los receptores de la superficie
celular (en este trabajo mGluRla) a traves de diferentes técnicas opticas (analisis de

ntensidad de fluorescencia y SERS) y de microscopia electronica (SEM).
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74  METODOS ADICIOMALES

El procedimiento de preparacion de los cultivos celulares, el proceso de transfeccidn,
kos procedimientos para lg inmunomarcadion y preparacibn de muestras para los estudios

opticos, v los cakoubos de calentamiento fototérmico se encuentran en la Seccion Anexo.
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PARTE 4 Aplicacion en Nanomedicina

Capitulo 8

Evaluando &f Rol de fa Relacdn de
Aspecto en el incremento de (3
Apoptoss Mediada por la
ANanocaniuganicn de EGF

Las aplicaciones medicas de WNPs y HNEs
representan actualmente un campo de estudio
denominado Manomedicing, Como resultado de las
propiedades oe kos nanomateriales, se han generado
nuevos enfogues para ser aplicados al complejo
problema de diagnostico y tratamiento del cancer
Las MPs tienen la ventaja de explotar la vasculatura de
los tumores incrementado la admimstracodn de
farmacos intratumorales debido al efecto de aumento
ae W3 permeabiidad v refencian (EPR). Este efecto da
lugar a una considerable mejora en la administracidn
de las drogas v a una mejora en su direccionamiento

hacia las células enfermas, aumentando la eficencia
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de los farmacos Esta caracteristica permite superar las dificultades encontradas en el
tratamiento del cancer con agentes moleculares peguefios que normalmente se distribuyen
de una manera no especifica entre las células sanas y cancerosas. Cuando las NPs estan en
ruta hacia su objetivo tienen que superar numercsas barreras biologicas creadas por el
sisterna inmune del huésped, asi como la fisidlogia ancrmal del tumar. Para superar las
barreras biclogicas anormales del tumaor, el diserio de las NEs debe considerar los efectos
del tamano de las MPs, la forma y funcionalizacion superficial. La distibucion del tamano de
los poros depende de la microvascoulatura espedifica del twmor, la cual determina la
permeabididad selectiva de cada microvaso. Cada microvaso se caracteriza por un tamano
de cone que indica & tamafio de particula mas grande capaz de penetrar en ¢l tejdo desde
la sangre. Tumores de mama o pancreaticos pueden presentar un tamafo de poro de corte
de alrededor de 50-60 nm mientras gue el tamafio de poro de corte de los tejidos normales

a5 de alrededor de 5 nm.

El disefio de NP5 para la administracion de farmaceas y terapia contra el cancer debe
tener en cuenta estos factores con el fin de selecoionar of tamano adecuado de particula va
que los tumares son heterogénecs, tanto en la hemaodinamica como en |a patologia, En ese
sentido, el disefio de las NPs dependera de la naturaleza del tumor que esternos interesados
en ftratar (primario © metastasico), su grado de agresividad, las caractersticas de los
alrededores vasculares de su microambiente y su correspondiente hemodinamica, asi como
el drgano en el que se encuentre, Por lo tanto, &l tamario de las MPs juega un rol clave. Aun
mas, la extravasacon o aclaramiento renal sacan de circulacion rapidamente a particulas
menases de 5 nm. Por otro lado, las particulas mas grandes tienen dos problemas principales;
son remavidas eficientemente por el sistema fagocitico mononuclear (MPS), v ademas se

produce la acumulacidn en el higado y el bazo. Estudios recientes sugieren que los tempos
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de circulacion en sangre podrian ser aumentados usando NPs recublentas con PEG, v se ha
demostrado que |a tasa de penetracidn y acumulacidn de NPs en los tumores depende de
su morfologia. Por ejemplo, los MRs penetran y se acumulan en el interigr del tumor en
niveles superiores que las esferas, aparentemente como consecuencla de tener una

dimension mas corta.

En el Capitulo B se discute el desarroflo de NEs basadas en las consideraciones
descriptas en cuanto al tamano, morfologia v funcionalizackon superficial, para ser aplicadas
a estudios /& wire utilizando células de cancer de mama. Este estudio representa el primer

pasa hacia el desarrollo de una nueva terapia i wio,
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CAPITULO 8 Evaluando el Rol de la Relacion de

Aspecto en el Incremento de la
Apoptosis Mediada por la Nano-

conjugacion de EGF

8.1 INTRODUCCION

Durante el desarrollo de este trabajo de Tesis se discutieran as vastas aplicaciones
que surgen de las propledades dpticas de las NPs. Dentro de estas aplicaciones, las NPs de
varas composiciones diferentes han atraido un gran interés como agentes de contraste o
vehiculos de repano de drogas para la investigacién blomedica ™™ En este sentide, las NPs
de oro benen una serne de propiedades intrinsecas del material que las hacen
particularmente atractivas pare aplicaciones teranosticas {terapia y diagnostico de
enfermedades)®’ Las NPs de oro son inertes y presentan toda la gama de diferentes
propiedades dpticas basadas en las LSPR gue se vienen discutiendo en esta Tesis® Estas
propiedades son de gran interes en la investigacian biomedica debido a que las grandes
secciones eficaces opticas, gue no presentan  blangueamiento (blinking) o foto-
decoloracion (photoleaching), permiten utllizarlas para generar imagenes oOpticas o
fotoachsticas. ™" Ademas, si las MPs se optimizan para la transferencia de radiacién incidenta

en calor, se convierten en matenales Gtiles para aplicaciones en terapia fotodinamica el
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Aun mas, como se vio en ef Capitulo anteriar, MPs gue estén separadas por menos de
aproximadamente un didgmetro pueden generar respuestas dpticas dependientes de la
distancia a través del acoplamiento de campe cercano. ™" Este fendmena constituye la base
de las técnicas de generacion de imagenas par medio del acoplamiento plasmanico, las
cuales proporcionan informacian valiosa acerca de la expresion de receptares y el nivel de
formacion de clusters en sistemas celulares ™

La utilizacién de las propiedades inherentes al material de ore u otras NPs en la
mayoria de aplicaciones biomédicas requiere de utilizar alguna estrategia para marcar
sebectivamente |a célula de interés ™ Esto generalmente se logra dotando a las MPs con una
funcionalizacidn superficial que permita unirlas selectivamente a un receptor de superficie
particular que se encuentre sobre-expresado en la célula objetive ™% La funcionalizacidn
utiizada para el direccionamiento de las NP< puede ser un anticuerpo ¢ un ligando gue
interaccione con un receptor especifico. A medida que avanza la comprension de las
complejas interacciones entre las células y las NPs”® es cada vez mds clare que la unidn
covalente ded ligando de direccionamiento, por ejemplo, un péptido,™ una glicoproteina,™
o glicolipido ™ a una NP puede afectar la funcion del ligando de direccionamiento
modificando la unidn {Ginding), absorcidn hacia el interior celular {uptakd, yio el
subsigulente trafico intracelular “*** En la voragine de estudios propiciados con diferentes
ligandos para favorecer la union (binding) se observd con curicsidad que la
naneconjugacion (unitn de un ligando a una NP} de dos ligandes, la transferrina y el factor
de crecimiento epidérmico (EGF), inducian la apoptosis celular y gue este fenomeno no era

5| 2 evasion de

detectado cuando se utitizaba el ligando fibre o por las NP en si mismas.
la apoptosis es una caracteristica de las células tumorales, por lo que estos descubrimientos
mativaron el desarrollo de nuevas estrategias para inducir la muerte celular de una manera

cantrolada.
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En el caso del EGF libre, se sabe que |a sefalizacion endosomal prolongada da como
resultado fa induccidn de la apoptosis *** Este aumento en la sefializacion se produce
cuando el complgio active entre af bgando y &l receptor en la membrana celular (EGF-
EGFR* - la estrella indica fosforifacian) se acumula en la membrana limitante de los
endosomas tempranas (eany endosames - EE) **' En vista de que se observo que la unidn
covalente de EGF a NPs prolonga el tiempo de permanencia (diwell fime) del receptor
activada en los EE™ en este Capitulo se pretende dar respuesta a la hipdtesis de que la
sefializacidn endosomal prolongada es la causa del incremento de la apoptosis mediado
por EGF. De acuerdo con este modelo, |a dependencia de la absorcidn hacia el interior
celular {uptake) v el trifico intracelular con ef tamafio y la morfologia de las NPs, que afecta
directamente a la retencién de las NPs en los EE, ofrece un mecanismo para modular la
magnitud del etecto de induccidn de apoptosis.*® Todos los estudios previos del incremento
de la apoptosis mediado por EGF a través de la nanoconjugacion con NPs se han centrado
en particulas esféricas. Sin embargo, la morfologia v en particular la relacion de aspecto
[aspect ratio - AR) de las NPs sin dudas afectara las interacciones NP-célula %% En este
Capitulo se analizara sistematicamente el efecto del AR en &l incremento de la apoptosis
mediada por la nanoconjugacién de EGF, utilizando NRs de oro de diferentes AR, para
poner a prueba la hipdtesis de que este incremento puede ser modulado a traves del AR

de las NPs.

8.2 RESULTADOS Y DISCUSION
8.2.1 Caracterizacién y Funcionalizacion de los NRs

La descripcidn de la sintesis de los diferentes NRs utilizados en los estudios que e

describiran en esta Capitulo se encuentra en la Seccion 2.6.1 del Capitulo 2. Todos los NRs
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se sintetizaron utilizando el métode de sembrado por semillas descripto por Vigderman
Se obtuvieron diferentes AR mediante el ajuste de las concentraciones de semillas y nitrate
de plata, La Figura 8.2.1.1 A muestra los espectros de extincidn UV-vis normalizades de las
muestras de MRs sintetizados. Las diferencias en las posiciones de los picos de los modos
plasménicos longitudinales (oscilacion a lo largo del gje longitudinal de fa varilla) son
consistentes con la sintesis de particulas con diferentes AR lo cual fue coroborado por
SEM. En la Figura 8211 B v C se muestran imagenas SEM representativas y el analisis
estadistico de las dimensiones de los MRs sintetizados con un AR = 5 2, respectivamente (la
caracterizacidn de los demdas NRs sintetizados puede encontrarse en la Figura 26.1.2 de la
Seccibn 2.6.1 del Capitulo 2. Los AR promedio de las muestras sintetizadas fueron; 2,3+0.5;
3,240,7,5.2+09; 7,6+0,9. 5i bien los NRs sintetizados con AR pequefios (2,3 y 1,2) muestran
cierta contaminacian con MNPs esféncas, todas las muestras contienen predominantemante
MRs. Los datos estructurales y espectrales, junto con los potenciales zeta () de las muestras
sintetizadas de MRs y NPs psféricas se resumen en la Tabla B.2.1.1. Como es de esperar, la
posicidn de los picos de la resonancia LSPR longitudinal presenta corrimientos hacia el rojo
a medida gue aumenta el AR desde i, = 717 nm (AR = 2.3) hasta L, = 1118 nm [AR =
T.E). La concentracién de las muestras fue estimada a partir de la extincion del modao
longitedinal y la seccion eficaz de extincidn obtenida por calculos electrodinamicos
utilizando los parametros morfolégicos obtenidos mediante SEM. Es importante resaltar,
comao se discute en el Capitulo 1, gue no hay una solucion exacta para simular la respuesta
optica de NRs (se deberia utilizar el métode numérnco DDA), pera si para esferoides. En este
sentido se caloubo la seccion eficaz de un esferoide prolato, y se apsto en funcion de la
morfologia basandose en estudios previos donde se comparan esferoides y MRsY y
ademas se tuvo en cuenta que los NRs experimentan una polarizadon de la radiacion

incidente aleatoria al estar girando en la dispersion coloidal. Una comparacion de las
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concentraciones obtenidas a través de esta metodologia con respecto a las concentraciones
determinadas experimentalmente por espectrometris de mdasas con fuenfe de plasma de
aroplarmiento inductive (ICP-MS)P¥42% para las muestras seleccionadas muestra un

excelente acuerdo (Ver Figura A19 de [a Secoon Anexo),
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Figura 8.2.1.1 Ceacterizacton dotica v morfologea de los MRs de oro sintetizadas Ay Espectros de estincldn
normalizades de los WES sincetizados, B) Bmagen SEM representativa de fos MRs de AR = 5,2, C) Analisis estadistion
del AR promedio utilizando las rragenes SEM para los MRS con AR = 52

La sintesis de MRs reguiere del uso de bromuro de celiftimetiamonio [CTAB) come
ligando superficial. Debido a que el CTAB e¢ citotduicn “ es necesario intercambiar ef
ligando antes de realizar los estudios de induccidn de apoptosis, por lo que se intercambid
con ligandos de pofetiengical (PEG]. Se utilizd una mezcla 1.1 de dos moléculas de PEG
diferentes (H5-(CH2)y-(CHON-CO0H, PEGY) vy (HS-CHCHACHO) Ny, PEGE) para
permitir la funcionalizacion posterior de los NRs con |a proteina EGF. Bl intercambio de
ligandos se realizo en presencia de 3 % v/v de Tween 20 (Ver Esquema 8.2.1.1 A), con &l fin
de prevenir cuglquier tipo de proceso de agregacion durante €l intercambio de ligandos
Las mobéculas de CTAR ke brindan una carga positiva a los MRs sintetizados, mientras gue
las mokéculas de PEG elegidas se ensamblan en la superficie metalica formando un cepilio

molecular con carga negativa (PEGT),™ con moléoulas de PEG2 intercaladas (estas Ultimas
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exponen al medio grupos azida). Por lo tanto, una fundionalizacion con PEG exitosa invertird
la carga superficial de los NRs, La Tabla 8.2.11 muestra el potencial £ antes y despues de la
funcionalizacion con PEG (PEGilacidn). En este sentido, se observd un cambio neto de un
valor £ positivo (en el intervalo de +20,3 a +27,8 mV) a un valor £ negativo (en el intervalo
de -356 a -422 mv). Como puede observarse en la Tabla 8.217, hay un pequeno
desplazamiento hacia el rojo en el espectro UV-vis del modo longitudinal después de |a
funcionalizacidn con PEG (Ak= 10 nm). Este cambio es demasiado pequeio para ser
resiltado de un proceso de aglomeracidn de los NRs,™ pero es consistente con un aumento
en la constante dieléctrica def medio cemo resultade del ensamblado de las moléculas de

PEG formando un cepillo molecular de alta densidad en la superticie de los NRs.
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Tabla B.2.1.1 Caractenzacian dptica v maorfologica de los MEs v M55 de aro sintetizadas

Las moléculas de PEG2 gue exponen un grupe azida pueden ser facilmente
funcionalizadas con moléculas de EGF, siendo estas previamente funcionalizadas con
moléculas de prapargike (EGF-prop), por medio de una reaccion de cicloadicion 1,3-dipalar
catalizada con Cull} (Ver Esquema 8.2.1.1 B).™ lo que resulta en MRs funcienalizados con la

proteina EGF covalentemente (Ver Esquema 8211,
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Esquema 8.2.1.1 Representacitn esquamilics de |a estralegma de furconalizacin usada para generar las MES en
bais g by wnite: covalents de BGE a BBz A} Lai NP de oo fueron funcionaizadas con PEGT y PEGZ, en presenca de
3 % wiv de Tween 20, para estabilizar v adicionar sitios para 1a umicn covalente de EGF. B las moléculas de EGF de
ofgen kimana fuenan iunciohabzadas con resduns &2 propargdo &n W exiréems aming ierminal. C) Las mokculas
de EGF modificadas fueron wlilizades para funcionabzar (08 grupas azida en la superlicie de kos NRs mediante wa
reaceitn de celoadicién 13 -dipafar wtilizarde Cull) come catalizador.

8.2.2 Incremento en la Apoptosis Mediada por la Nanoconjugacion de EGF

Se investigd la induceidn de la apoptosis mediante la cuantificacion de la actvidad
de |a prateina caspasa-3 después de 4 horas ge incubacion con los NRs nanoconjugados
con EGF, utilizando una concentracion final de NRs = 100 pM en un medio celular (DMEM).
Todos los experimentos descriptos en este Capitulo fueron realizados utilizando la linea
celular MDA-MB-468 de cancer de mama humano, que sobre-expresan el receptor de EGF
{EGFR), en |as cuales se ha demostrado que se puede inducir la apoptosis a concentraciones
nanomolares de EGF libre cuando son incubadas conjuntamente por 72 horas ™ En una
primera instandia, se evalud el efecto en la apoptosis de los NRs no conjugados y NSs con
el fin de corroborar que las NPs no inducen por si solas la apoptosis celular. No se

abservaron aumentas significativos en la apoptosis al utilizar los NRs funcionalizados con
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PEG (independientemente del AR) ni en el caso de las M3s funcionalizadas con PEG en las

condiciones experimentales elegidas (Ver Figura 8.2.2.1},
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Flgura 8.2.2.1 Efecio de las NP5 furcionafizadas con PEG en la indwccion de Lo apophosis en celulas MDA-MB-4560
kuego de 4 horas de inpubacion en syerg contereendo DREERM a 37 0 Comparacion del mcremento de apopbosis
bajo diferentes condiciones sxperimentales De lpguierda a Derechal contol de céhilas salas MRS de AR = T.2; MRS
de AR = 5.2 MNAs de &R = 32 MRS de AR = 2.5 Wis de 20 nm de didmedro (AR = 100 La concentracion final de tas
MPs nanocongugadas fue 100 pkd, WS (no dgnificanie)] hace referencia a gue no s encontraron diferenclas en el
aniliss estadiztion. Los dates fusnan recolectados de 4 experimaentas independierhes

El incremento en @ induccidn de apoptosis cambia drasticamente con la
nanoconjugacion de EGF a la superficie metalica, va que los expenmentos donde EGF esta
unido covalenternente a los NRs muestran niveles de incremento significativos. La Figura
B.2.22 A muestra los niveles relativos del ensayo de caspasa-3 medido para células MDA-
MB-468 en las siguientes condiciones experimentales; (1) sin tratamiento, y tras |a exposicion
a (i1 nM de EGF libre, (ll} 40 nM de EGF libre, (IV) una sclucidn 100 pM de NRs
funcionalizados con PEGT y PEG 2, (V} una mezcla que contiene 1nM de EGF libre y 100 pM
de NRs funcionalizados solamente con PEGT, o (V) 100 pM NRs nanoconjugados con EGF

Todos kos experimentos resumidos en |a Figura 8.2.2.2 fueron realizados con MRs con una



Ywam €. Fralre - Tesis Doectoral | 247

AR = 52 5i bien las condiciones (I-{(IV) no muestran un aumento significative en la
apoptosis, |a incubacidn conjunta de EGF y NRs {condicidn V), v especialmente los NRs
nanoconjugadas con EGF (condician YI) generan fuertes incrementos en la actividad de
caspasa-3 de 17% y 45%, respectivamente, La gran diferencia entre el incremento de la
apoptosis de EGF libre y EGF nanocenjugado a los NRs remarca el rol fundamental de la
conjugacion para exacerbar la funcion fisiologica de EGF. Incluso si se tiene en cuenta que
cada MR contiene multiples moléculas de EGF, 100 péptidos de EGF por cada MR con AR =
5.2 segun la cuantificacion por ELISA (Ver Tabla 8.24.1), la concentracion de EGF efectiva
resultante es inferior a la utilizada en el experimento de 40 nh de EGF libre en el cual no se
observd ningln aumento apreciable en los niveles de apoptosis. El fuerte incremento de la
apoptosis observado al utifizar fos NRs nanoconjugados con EGF no es, por lo tanto, um
simple efecto de concentracidn, sino que resulta de una interaccidn sinérgica entre la
malécula de EGF y el NR mejorando profundamente la eficacia de induccion de apoptosis
del EGF. Un efecta similar ha sido reportado previamente para EGF nanoconjugadeo con Mas
de 40 nm de diametro a concentraciones comparables {~ &0 pM), pero el efecto es
observado recén a las 48 horas de incubacion continua™ La aceleracion de este efecto es
un indicio de gue los NRs tienen una capacidad supenior para incrementar la apoptosis

mediada por BEGF en comparaciin con las esferas.

En un siguiente paso se evalud e efecto de la carga superficial de EGF en el
incremento de la apoptosis (Ver Figura 8.2.2.2 B). Aumentar el nimero de péptidos de EGF
unidos en un factor = 3 (de ~ 38 EGH/NE a ~ 10 EGF/AR) conduce a un aumento en el
incremento de la apoptosis del 40% al 48% Este aumento moderado, pese a que se
incrementa considerablemente |a carga de EGF, sugiere que la nanoconjugacion mejora
significativamente el incremento @n la apoptosis mediada por EGF, pero la dependencia con

la densidad de EGF es débil Por otro lado, se obsersd que los niveles de caspasa-3 aumentan
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de forma continua en funcion de la concentracidn de MRs utilizada al mantener constantes
la AR (= 5,2} y la carga superficial de EGF {~ 1071 EGF/NF) (Ver Figura 8.2.2.2 C}. No se observd
una convergencia de los niveles detectados de caspasa-3 en el rango de concentraciones
de MRs utilizadas en este estudio, donde esta convergencia indicaria una saturacion de la

maguinaria de endoctosis celular
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Figura 8222 Efecte do la narcconpugacidn de EGF a MRs 4R = 53] en ol ircremento de la apoptosis A)
Comparacion del incrementn de |2 apoptoss bajo dierentes condicores experimentales (de Inguierda a Derechal
contred de cehidas sn tratamierdo; EGF lizre {1 nkdl EGF libre (40 nmi; MRz (100 phd) funconalizados con PEGT ¢ PEGE,
MR (100 et furcionalzados con PEGT y en presencia de 1 0 de EGF libre (no hay urasn cowvalenta); BRs (00 ph)
nancconjugacos con EGF Las actvaciades de cadgsrsa-3 medidas significativas {p < (005 con respecto a kos contrales
pstin marcadas con *, v iat diferencias altamente signiticativas (p < D000 estin marcadas por *59* WS, indica que
ra3 hay diferercas sgnificatieas con respecto o contral. El andlisis sstadisted fue realizads por ef migtodo ANOVE de
comparacian de pares. B Incremerto de la apoptosis en funcian del mimeno de meleoulas de EGF en la superficie de
k= MEs narcconugados (M0 pd), O} Inorememo de la spopiosis en funddn de la concemracidn de M
nanoconjugados con EGF. En Wodos |08 cesos o8 datos heeton recokectados a partir de al menos 4 experimentas
ndependientes

8.2.3 Efecto del AR en la Eficiencia de Induccion de Apoptosis Mediada por la

MNaneoconjugacion de EGF

Con el fin de evaluar el efecto de la morfologia de las NPs sobre la eficiencia en la
induccion de apoptosis observada |uego de la nanoconjugacion de EGF, se midieron los
valores de |a actividad relativa de caspasa-3 inducides por la nanoconjugacion de EGF a

MRs con diferentes AR 2,3 - 7.6 (Ver Tabla 8.2.1.1). Las condiciones exparimentales fueron
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idénticas a las utilizadas para los experimentos presertados en la Figura 8222
{concentracion de MRs = 100 pM). Todos los MRs fueren funcionalizados con EGF utilizando
la misma estrategia basada en PEGT:PEGE {misma quimica superficial), Los valores promedio
resultantes de la carga superficial de péptidos de EGF por cada MR, sequn ko determinado
por los ensayos ELISA, se resurne en la Tabla 8.2.4.1. Los valores de incremento de apoptosis
asociados a las NPs con AR crecientes (+ desviacidn estdndar) se muestran en la Figura
8.2 3.1 Para completar el estudio, se afadieron los datos correspondientes a Ns (AR = 1.0,
Sin embargo, como puede observarse en |a Figura, no e genara un aumento significativo
en |la apoptosis para MPs esféricas (AR = 10} ni para NRs con una refacidén de aspacto
pequefia (AR = 2.3). Por el contrario, los NRs de AR = 3.2, 52 y 7.6 muestran nivelas
significativos de incremento de la apoptosis (> 35%). Es importante destacar que los
experimentos de control realizados con MRs sin EGF no maestran ningdn incremento
significative en la apoptosis [Ver Figura 82.2.7), confirmando que la dependencia del
incremento con el AR observada es el resultado de una interaccion sinérgica entre los NRs
y el ligando EGF. Es importante notar que la ausencia de un incremento significativo de la
apoptosis medible para AR = 10 y 2.3 bajo nuestras condiciones experimentales, con un
tiempo de incubacion relativamente corta de 4 horas, no excluye que exista algin efecto
para tiempos de incubacién mas largos como se ha observado anteriormente para M5s
(didmetre = 40 nm) nanoconjugadas con EGF después de 48 horas.™ Por otro lado, los
grandes incrementos observados luego de 4 horas de incubacion con MRs con AR = 3.2 es
consistente con una fuerte dependenca de las interacciones célula-NP con la morfologia,

o que convierte a estos NRs en sondas mas potentes que las N5s.

En los estudios de cuantificacion de la absorcion hacia el intenor celular (uotake),
utilizande los NRs nancconjugados con EGF con AR = 3.2, 52 y 7.6, se detectd un menor

contenido de oro en las celulas por ICP-M5 en comparacion con las NSs (AR = 1,0} y con
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los NRs de AR pequefio (AR = 2.3) (Ver Tabla 8.2.4.1). Curiosamente, a pesar de gue se
detectd un mayor contenido de oro para NPs de AR bajos, lo gue significa un mayor numerg
de MPs, no se detectd ningdn incremento significativo en la apoptosis. Esta observacion es
importante de ser resaltada, ya que las densidades superficiales de EGF son mas altas para
los MRs con AR mayores gue para las NSs y MRs con AR bajos. En consecuencia, los niveles
de EGF por célula calculados se encuentran en el rango 1,3x10% - 3 6x10%, obteniéndose los
valores mas altos las MPs con AR < 2,3, Esta evidencia experimerital ests de acuerda con los
resultados que demuestran gue no hay un efecto significativa de aumento de apoptosis
con el aumento en la densidad de EGF, y refuerza la hipdtesis de que el incrementa en los

niveles de apoptosis observado es un efecto de la morfologia de las NPs,
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Figura 8.2.3.1 Efecto del AR de las MPs en &l incremento de la apopresis e spndas nancconugadas con EGE
Comparacidn del incremente de s apaptoss bajo dderentes cordiciones expermaentales (e lzquiernda a Derechall
contiol de células din tratamiento; MRS AR = T&; MRS AR = 5.2; MRs &K = 3.2 NREs AR = ,3; MSs AR = 10 En todos
los casos Las MPs {usron presamenie nancconiigadas con B5F. La concentracion fimal de MPs 2n fndos |os casos fue
108 pMd. Las acthvidades de caspasa-3 medidas altamente sgrificatva (po< 0001 estan marcsdas por *5** WE.
Incica que nio hay diferencias significativas con respecto al contral. Bl analis estadistion fue realizada por el sdtodo
AMOWA de comparacidn de pares En fodos los cases los dated fueron recolectados a partir de al menos 4
EAperimenbod indspendientes.
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8.2.4 Explicacion Desde el Punto de Vista Biolégico del Incremento en la

Apoptosis Observado para NRs Nanoconjugados con EGF

Las observaciones experimentales revelaron que los NRs de AR grandes son mucho
mas potentes para indudir la apoptosis mediada por EGF. Como se puede observar en la
Tabla B2.4.1, la densidad superficial de EGF aumenta a medida que aumenta el AR, Por lo
tanto, es importante dilucidar si el aumento observado en la apoptosis 85 una consecuenca
de |a mayor densidad superficial de EGF para los MR cuando se compara con la esfera, o si
el efecto observado se debe a la morfologia. Una densidad superficial de ligandos alta
favarece |a formaciin de aclusters del receptor v otras especies presentes en |a membrana,
lo que puede desencadenar respuestas celulares complejas. Sin embargo, vanas de las
observaciones expenmentales argumentan en contra de |3 densidad superficial de EGF
como causa subyacente de la mayor potencia de induccion en |a apoptosis mediada por
EGF al utidlizar NRs de AR grande. En primer lugar, el rango dindmico en la apoptosis
observada para un AR constante de 5.2, variando la densidad superficial de EGF en el
intervalo entre 1,4x10° — 9,1x10" EGF/pm” en la Figura B.2.2.2 B, es mucho menor gue para
los MRs con densidades superficiales de EGF entre 3x10° - Bx10* EGF/pm® pero con
diferentes AR (Ver Tabla B.2.4.1y Figura 8.2.3.1). En sequndo lugar, para los NRs con AR =
2.3 la densidad superficial de EGF es incluso ligeramente superior a la de los NRs con AR =
32, pero solo estos dltimos muestran un incremento significativo de la apoptosis. En
conpunto, estas observaciones apuntan hacia la morfologia de los NRs come el factor dave

en la promocion de un fuerte aumento de la apoptosis celullar.
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% 2 Densidad Mimero
Relkctbude | Tomechde. | Fieees S Superficial de Efectivo de
NPs por Maolbiculas de

ipacin Cilula EGF por NP BEN TG o
e (EGF/pm?) Célula

Lo 276 17 10,6x 10 3 6% 10

13 1214 2 4.5x10" 2 810

3.2 12 5 1.3x10* L an10*

52 193 101 6ANID" L9x10

16 145 160 £.2%10° 2310

Tabla B:2.4.7 Absoroicn hacia el intericd celular [ypiakel de las soncas nanoconjugadas ton BGF. La absoroon fue
dleterminads pad 1CP-3A5 para células MDA -MB-468 iego dé 4 haras g incubardn ga suero conterenda OMERM a
A7 con deperuanes carteriendo MRS y M5 nanocorjugadss con EGF [concentracidn final = 100 phd)

Con el fin de racionalizar el efecto de la morfelogia de las NFs en la induccion de la
apoptosis mediada por la nanoconjugacien de EGF, es importante comprender el papel de
la regulacion espacio-temporal de la via de sefializacion de EGFR (Esquema 8.2 4.7). La union
del ligando (EGF) induce cambios conformacionales en el receptor EGFR, dando lugar ala
tormacion de dimeros v potencialmente cfssters de mayor tamano ™' La cola de este
receptor, que se encuentra en el citoplasma, facilta la fosforilacion cruzada de los residuos
de tirosina intracelulares que posteriormente pueden desencadenar una variedad de vias
de sefalizacion™ La absorcion de los complejos actives EGF-EGFR* formados en la
membrana plasmética son captados por procesos de endocitosis mediados por clatring ™
Las vesiculas conteniendo al receptor activado (EGFR*) continkan la sefializacion a medida
que atraviesan la via endocitica v maduran desde wesiculas revestdas de clatrina hacia
endosomas tempranos (EE) y endosomas tardios ({ter endosames - LE). En dltima instancia,
los LE son encerrados en cuarpos multivesiculares y se preparan para la degradacsan en los
lisosomas. La eliminacion de la cola fesforilada de los complejos activos de EGFR* que se
encuentra expuesta hacia el citoplasma es un paso dave, ya gue es el punto de terminacion

de la sefializacion endosomal de |a via de EGFR*, y esto ocurre durante la maduracion desde
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los EE a los LE™ En &l caso de EGF libre, la induccién de la apoptosis ocurre cuando el
receptor activado EGFR® es retenido en fa membrana de los EE donde puede continuar
incidiendo en los procesos de sefalizacidn intracelulares.® Es importante destacar que
debido a las caracteristicas que presenta el trafico durante fa via de regulacion de EGFR,
convierten al proceso susceptible de ser manipulado a través de la nanoconjugacion de
EGF, De hecho, se ha demostrado previamente gue la nanoconjugacion de EGF a MSs
retrasa el trafico de EGFR a traveés de los EE y prolonga la sefializacion endosomal de

EGRF*.* Este retraso inducido por la nanoconjugacion con NPs en el trafico se correlaciono

con un aumenta de la apoptosis

Esquesma B.2.4.1 Represertacion esouenalcs na a ecala de b via erdociica de las BPs narcconjugadas con BEGF

La naroconpigacion genera una desaceleracion de la maecuracion de las vesculas y prolonga ef termpa de vida (daed
frre -t} ce bos compleios actvados EGF-EGFR® en compassin con el tiempo o8 wida gue 52 chserva para EGF libve
441
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Es bien sabido que las particulas pueden entrar en las células a través de diferentes
vias con diferentes eficiencias de absorcion (wpfake) en funcién del tamafo, % [a
morfologia, 417455 v |3 funcionalizacion superficial 35" Cuando las NP se unen a la célula
58 genera una interfaz heterogenea en donde |a dinamica de las interacciones célula-NP
madulan la energética v, por lo tanto, influyen en el desting de las NPs ™ Estudios tedricos
de dindmica molecular han pronosticado gue los NRs poseen dos modos de ingreso a la
célula que son dependientes del AR, siendo un proceso mas lento & medida que aumenta
el AR™ Si bien, como se viene discutienda a ko largo de este trabajo de Tesis. las
propiedades dpticas de NPs plasmonicas tanto esféricas como anisotrdpicas pueden ser
utifizadas para estudiar los procesos celulares, esto ne pudo llevarse a cabo con las sondas
de MRs nanoconjugadas de este estudio, La pequena cantidad de MRs que <on
interiorizados por la célula en el proceso de absorcidn (Ver Tabla B.2.4.7), impide que se
pueda diferenciar a dispersion de las NPs con respecto a la dispersidn inharente a las cédulas
{Ver Figura AZ20 en la Seccion Anexa), imposibilitando la carroboracidn de la hipdtesis de
gque un aumento en el AR genera una prolongacion de los tiempos de sefalizacdn
endosomal de EGFR®, 5in embargo, estudios experimentales previos en células MDA-MEB-
468 utilzando técnicas de microscopia electronica demaostraron que NRs (AR = 4,2} luego
del proceso de absorcian celular, a través de la via de endocitosis mediada por clatrina.
alcanzan los LE y lisosomas despuds de 30 minutos de incubacién® En condiciones
fisiolagicas, los complejos activadas EGF-EGFR® se acumulan en las EE en los primeros 2-5
minutes después de la endacitosis,™ y llegan a las membranas intraluminales de bos cuerpos
multivesiculares después de 15-20 minutos de endocitosis continua ® Un retraso del trafico
intracelular de EGFR* inducido por la interaccidn con los MRs podria dar cuenta del
aumente observado en la apoptosis mediada por la nanoconjugacion de EGF, ya que

prolonga el tiempo en que la sefalizacion de EGF-EGFR* es activa en los EE. Mientras que
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la nanoconjugacion, tanto en N5s como en MRS, puede afectar el trafico intracelular, el
grado de incremento observado en el caso de los NRs con AR = 3.2 en comparacian con
las M55 (Ver Figura 4 v Tabla 1) pone de manifiesto que los NRs son sondas mas eficientes

para inducir la apoptosis por nanoconjugacian EGF.

83 CONCLUSIOMES

Los resultados presentados en este Capitulo proporcionan evidencia experimental
detallada de que los NRs nanoconjugados con EGF generan un incremento en los niveles
de induccion de la apoptosis mediada por EGF, E5 importante destacar que, las sondas de
MRs de AR grande dieron lugar a bos mayares incrementos en la apoptosis registrados hasta
&l momento luego de solamente 4 horas de incubacian, La absarcion celular y el trafico
intracelular lentos gue experimentan los NRs de AR grande, segun ko informado en estudios
prayigs, AR o el aumento de la eficiencia para incrementar |a apoptosis mediada
por EGF observado en este trabajo son consistentes con un aumento en los tiempos de
sefializacidn activa endosomal de EGF-EGFR*. Estos resultados son importantes, ya gue
indican que la induccién de la apoptosis [y potencialmente otras vias de sefializacian
intracelulares) pueden ser controladas y moduladas por la eleccion de la morfologia de la
MP utilizada para la nanoconjugacian. Aln mas, se demostro gue la nanoconjugacion de
EGF a MRs proporciona una nueva potencial estrategia para superar la evasion de la
apoptosis en células de cancer de mama. Debido al efecto EPR, una vez administradas las
particulas en el torrente sanguineo, estas tienden a acumularse en los tejidos tumorales * La
posibilidad de atacar v destruir de manera preferencial a celulas cancerigenas que sobre-
axpresan of receptor EGFRE con NRs nanoconjugados con EGF proporciona interesantes
oportunidades para el disefic de nuevas terapias contra el cancer, con potencial

disminuciones de los efectos secundarios. Los NRs demostraron ser superiores a las MPs
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esféricas en cuanto a su efidencia para inducir la apoptosis, pera a su vez poseen otras
ventajas ya que también son capaces de penetrar hacia los tumores en mayor medida gue
las esferas,* allanando el camino hacia el desarrolic de nuevas estrategias altamente eficaces

contra el chncer,

8.4  METODOS ESPECIFICOS DE ESTE CAPITULO

£l procedimiento de preparacion de los cultivos celulares, cuantificacion de EGF en
la superficie de los MRs por ELISA, cuantificacién de a2 absorcion celular de MPs por ICP-
M5, v la cuantificacion de la actividad de caspasa-3 y B5A para determinar el incremanto en

la apoptosis se encuentran en la Seccién Anexo.
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CAPITULO 9 Conclusiones

2.1 CONCLUSIONES GENERALES

A lo largo de este trabajo de Tesis se realizo un recuento de las principales
propiedades opticas y estrategias de funcionalizacion de NPs plasmdnicas, y se
desarrollaron en detalle estudios dende se demuestran sus posibles aplicaciones analiticas.
para el diagnostico clinico v terapéuticas. En ese sentido, se describleron de manera
detallada los fenomencs plasmonicos que surgen de la excitacion LSPR, y cdmeo estos
fenomenos pueden ser utilizados para disefiar NPs fundonalizadas con biomeléculas o
derivados de estas para la deteccidn, generacidn de imagenes, inmunomarcacion,
diagnastico, e incluso la terapia contra cancer. Para cualguiera de estas aplicaciones, segun
las caracteristicas del sistema de estudio, es crucial entender qué propiedades plasménicas
deben ser aprovechadas y [a forma de logrardo de la manera mas eficiente. Este problema
exige un disefto adecuade de las NPs plasmonicas teniendo en cuenta la naturaleza del
metal, forma, tamano, etc. A su vez, estas caracteristicas de las MPs finalmente
determinardn la fuente de iluminacién a utilizar, el rango de longitudes de onda en el cual
debe ser irradiada y la necesidad de utilizar equipos especificos, es decir, laseres o

MHCToSCOpIoS, &t

Citro tema importante gue se destacd fuertemente a lo largo de las discusiones
planteadas en este trabajo, es la funcionalizacidn superficial de las NPs vy como |a
maodulacian de la quimica de la superficie puedes influir fuertemente en la estabilidad de la
dispersion coloidal y por lo tanto en el éxito de 3 aplicacion deseada, por ejemplo, para la
generacion de imagenes celulares en la capacidad de las NPs de unirse a un receptor

biclogico especifico. En ese sentido se demostrd gue las biomaléculas, y en particular las
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proteinas, poseen un gran potencial para fa funcionalizacidn de NPs y la construccion de
MEs debido a su especficidad, versatilidad y su naturaleza multivalente. Ademas, permiten
controlar la distancia, la fuerza de interaccion, v la posicion geomeétrica de la NPs en la NE
final, Por otra parte, le brindan a las NPs plasmonicas la capacidad de union a moléculas
especificas por el reconocimiento biomolecular. En ese sentido, se demosird que este tipo
de MEs funcionalizadas tienen la posibilidad de detectar eventos y procesos en sisternas

biclogicos con niveles sin precedentes de sensibilidad y localizacion

9.1.1 Estudio de fa Respuesta SERS en Nanoagregados

La agregacion de NPs plasmonicas en solucien constitye un potente y eficaz
método para construir sustratos SERS, con un bajo costo, que son muy sensibles en base
a las fuertes interacciones de campo cercano entre las MPs. Hasta este trabajo, la mayoria
de las correlaciones tedricas y experimentales de la respuesta SERS de agregados de MNPs
s¢ habian realizado con agregados depositados © generados en un sustrato, donde se
tenia conocimiento preciso de la geometria global, &5 decir, tamafio v forma de las NPs, el
nuimero de MPs en el agregado y las distancias de los gaps 5in embargo, &
comportamiento SERS promedic durante la agregacion de las NPs representaba un
problema, ya que obtener un conocimiento tan detallado de las NEs no es posible. En este
sentido, en este trabajo se generaron nanoagregados de Au y Ag con distancias
interparticula controladas usando una concentracion muy peguefa de la molécula
enlazante (biotina), que actla también como reportera S3ERS, usando una estrategia de
funcionalizacién que en promedio genere la union de una molacula de bictina por NP.
Debido a que el reportere SERS estara ubicado dentro del gan v el proceso de agregacidn

es lo suficientemente lento gue la sefial SERS puede ser monitoreada durante la
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agregacion, se logro llevar a cabo una correlacidn cuantitativa del factor de incremento
analitico experimental (AEF) y el modelado electrodindmice. Mediante el cdlculo del factor
de incremento méximo de algunos clsters representativos de diferentes tamafios se llegd
a la importante conclusion de que ef incremento maximo disminuye con el tamafo del
clustery alcanza un valor casi constante una vez alcanzado un tamafio critico (que es del
orden de 13 NPs), Estas simulaciones permitieron explicar la evolucion de las sefales SERS
durante la agregacitn, en términos del tamano de los agregados formados en dos
regimenes cinébcos diferentes. Se obtuvo una excelerts correlacion cuantitativa del valor
asintotico de AEF, a tiempos largos, con el valor de incremento maximo calculado en el

limite asintotico validando la exactitud de todo el analisis realizado.

El enfoque presentado en este trabajo, es decir, utilizar concentraciones muy bajas
de moléculas enlazadoras que actien como reporteros SERS, constituye una herramierta
util para disefiar y optimizar el rendirmeento SERS de agregados de NPs en dispersion
coloidal, ya que permite hacer una prediccion cuantitativa de la respuesta SERS, al ser esta
controlada por el factor de incremento maximo de campo cercano, el cual se vuelve

independiente del tamano del cluster a un tiempo determinado de |2 agregacion.

9.1.2 Gaps Controlados en Dimeros Unidos con Estreptavidina

En este trabajo se presenta una estrategia muy simple v directa para generar MEs
diméricas de Au v Ag en dispersion coloidal unidas por puentes de botina-5TV-bictina,
Las propiedades mas significativas de estos dimeros es en aplicaciones analiticas, debido
a su excetente rendimiento como sustrato SERS. Esta caracteristica se presenta debido al
control especifico de la distancia interparticula a traves de [a bioconjugacion. Ademas, asta

enfogque tiene la imphcancia practica de tener esta: sondas de bioreconocimiento
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modecular en solucion, siendo auto-calibradas, ya que se puede utilizar a las moléculas de
biotina como reporteros SERS. El factor de incremento analitico (AEF) para un modo de
vibracidn active particular, esta determinado solamente por el tamano de las NSs, ya que
la distancia interparticula es constante y estd determinada por la longitud de las moléculas
del gag (8 nm). Esto permite obtener incrementos experimentales del orden de 107, los
cuales se encuentran dentro de los valores mas altos reportados de incrementos SERS para

sustratos en dispersion coloidal.

9.1.3 Dimeros con interacciones Huésped-Receptor

Las principales caracteristicas deseadas para un sustrato SERS som: una alta
reproducibilidad, estabilidad y sensibilidad. En este trabajo se reporta una estrategia muy
simple y directa para generar MEs dimericas de Au estables en dispersion coloidal. Estos
dimeros dan lugar a incrementos SERS sin precedentes (10 en comparacidn con los
enfoques sintéticos similares que se utilizan actualmente para generar agregados de NPs
controlados para la deteccion SERS, Esta nueva estrategia combina el control preciso de la
gepmetria de la ME, |a formacion de gaps muy pequenos y uniformes, v |a capacidad de
generar interacciones huésped-receptor para la localizacion precisa de moléculas del
analito en el fof spot Bl resultado es un matenal cuasi-aislade, con una respuesta Raman
reproducible y estable en dispersion coloidal durante varios dias. La formacion de dimeros
se basa en la medificacion de la superficie metalica con moléculas de cisteamina, Las Nis
funcionalizadas con cisteamina tienen carga positiva debido a la protonacion de los grupos
amino 3l pH de trabajo. Estos grupos positivos interactuan a traves de enlaces puente
hidrogano con los grupos carbonilos de los portales de moléculas de cucurbit{glurilo. La
formacién de dimeros se basa en el control estequiométrico entre las MSs funcionalizadas

y el cucurhit[6jurdo (relacion 2:7), generando gaps de 1.8 nm y dando lugar a incrementos
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SERS de hasta 107, Por estas razones, la aplicacidn practica mas importante de estos
dimeros es para fines analiticos. E| AEF experimental esta en excelente acuerdo con el
incremento tedrico calculado usando simulaciones electrodinamicas, realizadas en base a
un promedio angular y teniendo en cuenta el drea efectiva de la regidn ocupada por la

malécula que acta como enlazante en el Aot spot

La capacidad de estos sustratos diméncos para detectar una molécula de analito
especifico se demuestra mediante las propledades huésped-receptor del cucurbit[Blurilo.
En particular, se identificd v cuantificd, con un limite de deteccidn de 107" M, la presencia
de un herbicida {metil violdgeno) ampliamente utilizade, extremadamente toxico y que
carece de antidotos especificos. Con estos sustratos se logro mejorar ampliamente el limite

de deteccion para esta molecula, con respecto a los reportados previamente.

9.1.4 Nano-biosensor Plasmonico Tipo Sandwich - IDILA

En la actualidad, existe |la necesidad de disponer de ensayos clinicos simples,
ultrasensibles y especificos para el diagndstico precoz de muchas enfermedades
inmunologicas. Quizas el método mas comunmente utilizado para realizar inmunoensayaos
es ELISA. Una de las principales deficiencias de la metodologia ELISA se debe a la unién no
especifica a la placa o a los procesos de generacion de cambio de color mediados por
enzimas que podrian conducir a resultados falsos positivos. Otra desventaja es qgue este
ensayo requiera cantidades relativamente altas de reactivos en la inmovilizacion en la
placa, y en las varias etapas de lavado que consumen mucho tiempo v podria conducir a
la contaminacién de la muestra, Por lo tanto, existe una necesidad de desarroflar
metodologias genéricas v asequibles para la deteccon de biomarcadores de

enfermedades en concentraciones extremadamente bajas gue no requieran de
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instrumentos sofisticados v que puedan estar disponibles aon en los laboratorios de
bioguimica con menos recursos. En ese sentido, el presente trabajo describe una nueva
metodologia que se denota como ensayvo IDILA. La metodologia propuesta se basaen la
respuesta aptica de una dispersion coloidal de M5s de Ag vy las fuertes interacciones del
sisterna STV-biotina combinado con la capacidad altamente especifica de reconocimiento
biomolecular de las inmunoglobulinas (IgG). El bicsensor consiste en una aglomeracion
controtada (formacion de dimeros de Ag MN5s) en presencia de una inmunoglobuling G
bictinilada (Biot-lgG} gue actua como un enlazante entre las NSs funcionalizadas con el
sistema STV-biotina. La formacitn de las NEs diméricas se evidencia experimentalmente
por una disminucion en la intensidad de los espectros de extincion, En la presencia del
antigeno de interds, se observa una inhibicion de la formacién de estructuras diméncas,
evidenciado par intensidades de extincidn mas altas Esta variacion de la intensidad de |a
extincidn depende de la concentracion del antigena v permite la realizacion de curvas de
calibracion y la cuantificacion del antigeno de interés. Ademas, el comportamiento similar
observaco a pesar de las grandes diferencas en las dimensiones de los antigenos utilizados
&n este estudio, sugiere que este procesa de inhibicidn es un fendmeno universal gque e
podria aplicar a cualguier par Biot-lgG - antigeno especifico. Como la deteccdn depende
s&lo del bioreconocimiento del antigeno por la molécula de 1gG, esta metadologia evita
los problemas de la reaccidn enzimatica no controlada. La alta especificidad para la
deteccson se puso a prueba en presencia simultanea de diferentes antigenos. Adernds, el
sistema presentd una excelente estabilidad de trabajo con soluciones de bufer fosfato
IPBS) suplementadas con 5% de B5A, v también en presencia de muestras clinkcas
normales, ipémicas y hermolizadas. Las ventajas de ks metodologia IDILA también fueron

comprobadas utilizando sueros de pacientes con artritis reumatoide con el fin de
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cusntificar la presencia de un biomarcador especifico relacionade con el prondstico de

esta enfermedad, por comparacian directa con el ELISA estdndar.

La principal vertaja de esta metodologia es que el formato del ensayo es similar al
de ELISA, ¥ por lo tanto no necesita instrumentos o entrenamientos especificos. En ese
sentido, se puede aplicar utilizando equipos comunmente wtilizados como
espectrofotometros UV-vis o fotdmetros de microplacas, disponibles en cualquier
laboratorio de bioguimica, Ademdas, coma las mediciones se llevan a cabo en disparsiones
cokcidales, no requiere grandes cantidades de reactivas para ser inmovilizados v, a su vez,
disminuye los tiempos del experimento. El métode ha demostrado ser robuste, ripido (<2
haras), barato, sensible {hasta 0,01 pg/ml), vy potencialmente adaptable a cualguier

antigeno.

9.1.5 Disefio MEs Para Marcar Antigenos en Membranas Celulares

En el presente trabajo, se determino la distribucion de densidades de un receptor
de membrana (mGluRla) en células neuronales en escalas de longtud sub-celulares
(dendritas y axones). Esto se lleve a cabo mediante la evaluacion de la funcidn gue
desempefia la proteina guinasa 01 (PKDT) en el trifico de proteinas de membrana
comparando |3 distribucion de mGluRla para la expresidn enddgena de PED1 con
experimentos realizados en presencia de una guinasa inactiva (PEKD1-kd). La localizacitn,
distribucian y densidad de mGluR1a en ka superficie celular se evalud utilizando sondas de
Au NS5 de 90 nm de diametro funcionalizadas especificamente a través de un método muy
simple y directo en solucidn utilizande ligandos de STV-biotina. Esta estrategia permitic
no sélo utilizar los protocoles convencionales de inmunomarcacion, sino que también la

utilizacion de mecroscopia electronica y de métodos opticos basados en las propiedades
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plasmdnicas de las sondas para cuantificar y localizar la distribucion del receptor de
membrana celular, Esto es asi porgque las NPs generan una respuesta SERS dependiente
de la densidad (p), que facilita ¢l mapeo de la distribucion de la densidad mGluR1a en
escalas de longitud sub-celulares en un microscopio optico. Los valores de p medidos
fueron signficativamente mas altos en las dendritas que en los axanes para PEDT
endogeno, mientras gue se ohsend un aumento significativo de mGluR1a en axones frente
a la alteracion ce PKD. Este hallazgo se logrd combinando una caractenizacion detallada
de la distribuckdn espacial de las NPs inmunomarcadas mediante microscopia SEM vy

técnicas dpticas [analisis de fluorescencia y de campo osCung),

Una de las conclusiones mas importantes de este trabajo es gue |a espectroscopia
SERS puede ser una herramienta muy sensible para el mapeo espacial de receptores de
membrana celular en las escalas de longitud sub-celulares. Esta caractenistica se basa en el
hecho de que las sefales de SERS dependen casi inealmente de la densidad de las NPs
como se muestra por las smulaciones electradinamicas, Por lo tanto, las senalbes de SERS
dan mformacion indirecta acerca de la distibucion sub-celular de una proteina de
membrana especifica. Este resultado es importante ya que la calibracion del incremento
de campo cercano dependiente de p a traves de la correlacion de SERS v SEM, allana el
raming haca estudios cuantitatives de proteinas de membrana celular implicadas en |2

polandad neuranal

En resumen, el presente trabajo demostro comeo el diseno racional de sondas
plasmonicas combinado con microscopia electronica, técnicas de espactroscopia dptica y
SERS, son capaces de detectar, localizar y generar imagenes de la distribucion de un

receptor de membrana celular en una neurona,
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9.1.6 Efecto de la Morfologia en el Incremento de la Apoptosis

Las aplicaciones basadas en NPs para el tratamiento, diagndstico, seguimiento vy
control de los sistemas bioldgicos estdn en la vanguardia de los proyectos en
nanomedicina. Estos implican la identificacion de objetivos precisos (células v los
receptores) relacionados con condiciones dinicas especificas, v |2 eleccon de los
nanoportadores apropiados para obtener respuestas positivas v redudr al minimo los
efectos secundarios. En ese sentido, las NPs nanoconjugadas tienen el potencial de
revolucionar el diagnostico y tratamiento de muchas enfermedades. Los avances en las
estrategias de nanoconjugacion, asi como los avances en |a comprension de cémao afectan
a las Iinteracciones NP-celula factores como tamafio, forma v la funcionalizacion superficial
estan creando nuevas oportunidades para el desarrolio de NP para aplicaciones
terapéuticas. En este sentido, la unian covalente de un ligando de sefalizacion a una NP
impacta directamente en |la unidn lgando-receptor, la absorcian celular, v el trafico,
proporcionanda nuevas opartunidacdes para la manipulacion de la sefalizacion intracelular

de una manera cantrolada,

En este trabajo se investigo el impacto de |la unidn covalente del factor de
crecimiento epidérmico (EGF} a Au NRs con diferentes relaciones de aspecto (AR) en los
niveles de apoptosis celular después de 4 horas de incubacién, utilizando células MDA-
ME- 4B8 de cancer de mama humana. Se evalud en primer lugar el efecto en la apoptosis
de sondas de MRs y NS¢ funcionalizadas con PEG como experimento control, sin
encontrarse aumentas significatnvos en los niveles de apoptosis. Curiosamente, esto
cambia con la nanoconjugacion de EGF a los NRs, observandose un fuerte aumento en el
incremento de la apoptosis (> 35%) después de la nanoconjugacion de EGF a MRs de AR
= 3,2, 5.2 7.6. En particular, los MRs de AR = 5,2 presentaron el maximo incremento {485}

cuande el tiempo de incubacon (4 horas), la concentracion de particulas (100 pM), v la
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cantidad de EGF nanoconjugado se mantienen constantes, Muestros estudios también
muestran que hay una tendencia de aumento clare en ef incremento de la apoptosis en
funcign del AR, Curiosamente, las sondas de NRs nanoconjugados con EGF con AR = 3.2,
presentaron un menor absorcion cefular gue las sondas generadas con MRs con AR= 23y
NSs (AR = 10), para las cuales no se detectd ningln incremento en la apoptosis. Esta
abservacién es especialmente notable, va que las densidades superficiales de EGF son mas
altas para los MRs de AR grande que para las N5s y NRs con AR bajo, Estos resultados
experimentales pueden ser asociados a procesos de absorcion celular v trafico intracelular
que dependen del AR, siendo proceso mas lentos a medida que aumenta el AR de los MRs,
lo gque indicaria que la induccien de la apoptosis puede ser controlada y modulada por la

eleccion de la morfologia de las NPs utilizadas para la naneconjugacion de EGF

En este trabajo, mediante el disefio de la sonda, se obtuvo el mayor el incremernito
de la apoptosis con NPs nanoconjugadas con EGF repartado hasta el momento. En este
sentido, estos datos se suman a los de estudios previos que demuestran gue kos MRS son
superiores a las MPs esféricas, ya que pueden lograr una penetracion superor en los
tumares, allanando el camino para disefiar nuevas estrategias altamente eficientes contra
el cancer. En ese sentido, se ha puesto de manifiesto con exito que kos NRs de Au de AR
=52 nanoconjugados con EGF poseen una capacidad de mejora en el incremento en la
apoptosis 8 concentraciones relativamente bajas y periodos cortos de incubacian, lo que
aumenta la posibilidad de marcar y destruir 2 las células cancerigenas que sobre-expresan

el receptor EGFR.
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92 LOGROS

En cuanto a los logros a nivel personal, el haber realizado la carrera de posgrado,
¥ en particular este trabajo de Tesis, me permitieron reafirmar mi vocacion cientifica v
continuar mi formacion dentro del campo de la Fisicoguimica, A su vez, los cursos,
colzboraciones interdisciplinarias y proyectos realizades en estos afics me permitieron
ampliar mi formacion dentro del drea de la nanatecnologia brindandome experiencia tanto
en la sintesis de NPs y NEs, en técnicas de caracterizacién v funcionalizacién, en el estudio
de las propiedades opticas de NPs y NEs, y hasta en |a generacion de aplicacicnes de los
estudios realizados en diversos campos come la analitica, la biclogia celular y la

nanomedicina,

Adn mas, este trabajo de Tesis me permitid realizar una estancia en el exterior,
como becario Fulbright, en un laboratoric pionere en estudios de funcionalizacion
superficial de MPs y MEs plasmdnicas con biomoléculas para ser luego aplicadas en
nanomedicina (activacidn de la apoptosis, estudios de procesos celulares, cuantificacion
de receptores celulares, etc). A su vez, el grupo en el cual realicé la estancia de
irmvestigacion es uno de los primeros grupos en utilizar la microscopia y espectroscopia de
campo oscurc para estudios de receptores en membranas celulares. En este sentido, la
astadia en el exterior me permitic adguint conocimiento en varias técnicas (preparacion
de cultivos celulares, microscopia de campo oscuro, espectroscopia de campo oscurs,
espectrometria de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductive y protocolo de
cuantificacion de caspasas por fluorescencia), que permitieron volcar todos los
conocmientos adquiridos en el campo de la fisicoquimica de materiales hacia el estudio
de sistemas biclSgicos. Adquirr conocimienta en técnicas diversas y establecer
colaboraciones interdisciplinarias es uno de los principales objetivos, a mi entender, del

desarrollo de una Tesis. Esto brinda las herramientas necesarias para luego poder
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desarrollar investigaciones con un mayor grado de complejidad, habilitando ka posibilidad
de hacer transferencia directa de conocimiento y abocar los estudios a la resolucion de
problemas concretos, en el caso de este trabajo de Tesis a la nanpomedicina y al disefio de

plataformas para deteccion de enfermedades (biosensores)

Por otro lado, este trabajo de Tesis me permitid adentrarme en el mundo de las
actividades de articulacidn con la comunidad, en particular la articulacién con escuelas
secundarnias de la provincia de Cordaba, Durante 3 afios se llevaron a cabo actividades con
alumnos, para las cuales tuve que disefiar una serie de experencias practicas y con
contenidos tedricos de las propledades &pticas de los sistemas coloidales en general y de
las MPs plasmaonicas en particular, las cuales fueron desarroliadas con mas de 500 alumnos
y mas de 10 escuelas. A esto se sumaron, el desarrollo v la coordinacion del stand “El
Mundo de lo Nano® en la exposicién “Cuatrodencia”, realizada como festejo por los 400
afios de la Universidad de Cérdoba, y la participacion como asesor cientifico en el drea de
nanatecriologia del programa “Divulgando ConCiencia® organizado por el CCT Cardoba -
COMICET.

9.3 COLABORACIOMES
» Colaboracidn con el grupo de investigacion dirigido por el Dr. Bjoern Reinhard
(Marno-bicinterface laboratory, Photonics Center, Boston University, Boston,
Estadaos Unidos).
= Colaboracion con el grupo de investigacion dirigido por el Dr, Alberto M. Diaz Afel
(IMIMEC {COMICET), Laboratorio de MNeurobiclogia, Universidad Macional de
Cardoba).
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9.4

» Colaboracion con el Prof. Dr. Ruben D. Matrich (CIBICI {CONICET), Departamento

de Bioguimica Clinica, Facultad de Ciencias Quirnicas, Universidad Macional de
Cordoba).

Colaboracion con el grupo de investigacian dirngida por la Prof, Dra, Alicia V., Veglia
(INFIQC {CONICET), Departamento de Quimica Organica, Facultad de Ciencias

Quirmnicas, Universidad Macional de Céardoba)
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Manoconjugated Diagnosis Tool for Ultrasensitive Antigens Quantification. (En
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FIGURAS ¥ TABLAS COMPLEMENTARIAS

CAPITULO 4 - Seccidn 4.2.1

| &

Figura A 1 Caracieeizacion dpilca v morfologica de fos dimercs de Au M55 de 36 am de didmetro. A] Evolucion
termoval de los egpectros de exdtincidn. B) Simulacdn tedrica del esspectro de extincdn de un dimsrs de A NS de
36 ron de didrretns ¢ una ditancis siterpanicula de 8 aem. O) Histograma e OLS de la mtentided de lue disperosda
e furcidn del dismetro de particuler (3 horas uego de la sdicidin de biobne y estreptaviding). Las liness verdes
verticales indican & lamaio medio de ka edruciura, O dmagenes TEM representativag.
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ANEXOD |B

Figura A 2 Caracterization dptica ¥ morlolégica de los dimeros de Ag Mbe de 56 nm de damaetro. A) Bvolucion
terrgeral de los espectros de etincion. B) Simulacdn tedncs del sdpectro de extinclan de un dimern de Ag MSs de
56 nem de gkdmatro v ura distancia mbenpariculs de & re O Histograsna de DLS de la intersidad de luz dispersada
en furcion ool didgmetro de particular |1 hora luego de la sdscion e ODnE v estrepiavidinal. Las Sneas weraes
warthcabes sndican & @mato medio de la estrictura, O Imboerss TEM reresenlalivas
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Figura & 3 Caracterizacidn de las prapiedades dplicas de camgo ercano de dimeres de Mis de aro de 36 nm. &)
Espectros SERS de biotina obteridas radisreda & 544 nin v & 633 nm £} Cilculos GMM de campo corcans dal

cundrado del mfoma ircremento de campo a8 3% nm (U5 s = [E20514 )L ¥ 8 633 nm 19633 nmdlaa
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AMEXD

Flgura A 4 Respuesta &ptica de hos drrenos v de Bodamina B en presencia de dimeres de MSs de péata de 56 ren. &)
Espactsa SERS de bioting de una dispersion colaidal de dimesas v espectro Raman de biohina libre (concertracian én
amnbas cascs = 16 gM]. B) Edpedtis SERS de Rodamina én presencio de una dispersion cofaidal de dimeros y espectro
Raran de solucidn ¢ Rodamma Tn ambos cases la concentracikan de Rodamima B fue 16107 M. En g ‘ligu-ra. ey
rmuestran las longitudes de arda de Stokes uthzadas para el caloulo del EFEF
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Figura & 5 Caracterizaciin de campo lejano del proceso de funcicnalizacion pana generar Cys/MSs v la lormacion de
dimmeras con CRIE]. A) Bvolucan de fos espactros oo esfindidn en presenca de dodo asciebics (sgerde reducior. B
Evnlucin de los espectros de axtincidn en presencia de dcido sscdrblos v cistessma [Ct/M5e), O Evolucidn de bos
espectros de estinoon duranie la formacidn de estracturas diméricas con CH[G]
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CAPITULO 5 - Seccion 5.2.3

Figuea B 6 Carsctanizacion dptica de carmpo cercanas de los dimers da Au MNog enlazades con CB[E]. Ay Comparacian
entre & sipecia SERS exparimental de la disperssdn coloddal de dimeros y el espectro Raman de una solucion de
Cys. B) Comparacian entre el especiro SERS experimental ga la dispersion coloadal de dimeres y ol sspeciro Raman
de Cys cafculado por imétodas 4b-imbio
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CAPITULO 5 - Seccidn 5.2.4

Figura A T Caracterzacidn dptica de campo cevcano de las propedades hudiped-receplon de los dimeros de Au
M55 enlazados con CE|E]. Comparacien entre ol espectro S80S exparmental de fa Sspenida coloadal @& dimanas en
presencia yen ausencia de metil vinligenn (bA]
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ANEXD | E

Figura & 8 Caracierizacidn 0plca de campo kegano de las propiedades hidsped-receptor de los dimeros de S NSs
enlazados con CBI6]. Comparatiin entre &l especirn de extinchin & |2 depertdn cokydal de dimeros en presencia
¥ @n auspncia e metil viokigenn (M)
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Figura 8 9 Caractenzacon optica de campo cercan de los dimeros de Bu M5 enlazados con CBE], A) Comparacion
entra gl espectre de extincidn p & espadro de m&sima increments de campo ssrulado para un dimero de Su M55
de 76 nmocon un gap de 18 ren Las Bneat verticales mdican 3 lormgtieg de ards de escitacion wada en s
expenimentos SERS (nea roja) v L leagitud de onda dal maximo dal espactro da incrermenta de campo (nea negra),
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CAPITULO 6 - Seccion 6.2.1

Figwra A B Serwlaciones tedncas de ba respuassta de camps lejans die dimeros de Bg M5, Seccicn eficar de extingin
promedis de los dimeros (Faned Izgueerdol, v la efidencla de extincian del dimern en diferenies crientaciones (un
promedie de mas de 8 crientaciones diferentes) (Fanel Cerdral ¥ Parel Derecha), Las simuilaciones utlizando GMB
@ realizaron para dimarcs de Ag M5 de 60 nm de didmefro con gagsde A} 2 nm y B) 20 nem
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ANEXD |G

Figura A& 11 Seralaciones tedncas e la respuesta de camps legno de dimeros de A MNSs. Seccidn eficaz de estingdn
prompdio de fos dimeros (Fanel izquserde), ¥ 13 eficienca de extinddn del dimano en diferentes anentacisnes (un
promedio de mas de 8 crientasiones diferendest (Panel Central v Panel Derechaoy). Las simulaciones utéizando GhesA
s realoaran para dimeros die Au MSs de 50 nm de didmetro con gaps de 8) 2 nme B) 8 nm oy C) 20 nm
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ANEXO |H

Figura A 12 Medicanes onéicas de la formacion de dimenos utilizando una g5 de cabra ant ratdn comp Brot-lgls,
&) Integral de la Banda LSPR de los espectros de extinodn (340 rem a 300 nmj en funcion del tempo pars dispersiones
codidales de Ag NS4 funconalizadss en presencia de concentracionss crecientes da Biot-lgh [Panel lzquerda). ¥
congiaabe aparente para la formaddn de dimencs (b en funcidn de b concentracién de Biot-lgh {usando anti
ratén} (Paned Derechaol. 8) B efecto de la dilucidn de la concentracidn de las Wis en la dispersion cofoidal permite
dismiruir @ concenracion de Biet-gG regquenda para bos experimentos. C) Integral oe la Banda LSPR die fos espectros
de estincidin an funcitn ded hiempo para dspersiones colidales de Ag M5 funcionalizadas en presencia de 0,3 ngiml
de antt raidn y concentraciones crecientes del antigeno Jantcuarps: pimario de raton pueifcada) (Pane! Lauierdil,
¥ K8 funchin de b concertracion del antigena {Panel Denecho)
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ANEXO I

Flgura A 13 Mediciones cinéticas o= |3 formacndn de dimeros utdzando una kgl anb IL-10 como Biot-igG. A) Integral
de la Banda LSPR de los espectros de extingidn (340 per s BOD nm) en fupcidn dal temps para disperionss calidales
de Ag MSs funcienalizadas en gredencia de concentiaciones dradentes de Beod-kpl (Panel [aquiendal, y conitarbe
aparente para la farmacidn de dimerncs (&, .0 en funcion de la concentracien de Biot-1gG (ussnda anti IL-10) (Panel
Derechol, Bl Inteqgral de la Banda LSPR de log sspectros de axtingidn en funcidn del sempo pars dispersaones colicales
de Ag M54 luncianalizadas &n peesencia de 03 ngd/mid de anti IL-10 ¥ concendraciones crecientes del antigeno (L-10)

{Fanel laguierdol, ¥ £a.. en funcdn de ls corcentracion del antigens [Pansl Derecho)
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ANEXD |

Figura A 14 Estabelidad especiral de la dspersitn colaidal de Ag WSS &n diferenies medhos. Lo dierented pansdas
mestran la estatilidad de la dsparsifin calpidal lwego de ba diuckdn en buler o la sdicion de 50 pl de siers

PBS 1X (pH 7.2 -7.4)
5% p/vBSA

Suero Normal

L1}

Suero Lipemico Suero Hemolizado

Esingian

CAPITULD b - Seccidn 6.2.3

Tabla A 1 Comparacion da métodos para la cuantficanon de anhigences.

LA ELISA
Tiemipo del ensayo
[desde la preparacian de la musssira hasta <2h =5h
la_deteccidn] ==
I Puede apicarse uliicando un | Lector de Microplacas para
nsirumente Igcior do microplacas de ELISA ELISBA
~USEAS (Microplatos,
Cast =UE510 [Ag Arteuenpos de Dateenitny
For E HPs, bictina HPDP, Capiura. Estdrrdares
F bnsayo Esirapkaviding. Microplatas, Hacombinasies, Avidina-HEP,
Anlicuespos de Deteccion) Céluyemas. buffer sustraio
TMB, Solucién de Franada)
aci | Técnica mas uilzada para la
Usabilidad ¥ hinioml deteccitn de anligenas




ANEXD | K

CAPITULO 7 - Seccion 7.2.1

FI-gl.IrBA 15 Caracterizacitn dplca de camps bejars del pracsds de funcionalizatidn de las sandas plasmibnicas con
gl ssteama STV-biotina, Espactn de extincidn experiments para e proceso de funcicnalizacion de Ay NS5 de 90 nm
e diametno fon relaciores mclares STV-aotina/M5s GO000:1

1.5
e |lcial
s N MIiN
13 40 min
w5 rriin
m R min

0.9 4
w11 MiN

| 20 Min

Extincidn

0.5 -
0.3+
0.0 y : :
400 800 800 1000
A (nm)

CAPITULO 7 = Seccidn 7.2.5

Fhgura & 16 Especuro Raman de les células conal. Especore Raman de una rewona no funconalizada con Mes
mradiando al ¥ de | patencia del kser (Lines Negea) v &l 1% (Lines Rogal
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ANEXO |L

Figur.i A 17 &) Agsignacon de |os poos del sspectra SERS ablemnioo para und sendriia de una cédula neuronal
inenunamarcada con M5 an la condiosn exparimental de egpresion endégena de PEDL. B espectro experimentsl s
prasenta en color gris. Los modos de wibracion obtenidos porla deconvolicion S musstran en lineas ealorsadas La
linea negra cormesponde & la sumatiora da las diferentes lineas coloreadas. La comparacian de las frecuancias de bos
mindas obteridas por la deconyolcion del espectro SERS experimental con los modos e vibracidn Rarman de la
malktcula de 5T precenta un grado de acuerde peoelende. B) Asignacicn de hos modal de visracion en Ramaen de &
mokcula de 5TV estramiente [v); estramiento asimetrios (v, tijereten (=) balancen f; worsiin (&) respiracian del
anilis (B Aexidn en el plano ),
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CAPITULD 7 - Seccion 7.2.6

Figura & 18 Progiedades sgricas de campo cercano oe las células inmumomarcadas con NS luncioraloasdas. Cilcuios

de campo cercand reaizados oon GRM de b digtnibucion de meremenio de campa [

[E/El" a B33 nm para
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ANEXDO |N

CAPITULO 8 - Seccion 8.2.1

Figura A 19 Comparacidn di las consenbacionss caleulsdsd oon |8 seccidn elicar exinoan obfendda a traves oe
gmulaciongs teoricas do las propiedades opticas de lot MRS snbetaados, ubizanoo B parametnos miarfoltigeoos

obtenidos par SER, ¢ I concentrationss expeEnmantales othersdos por FLP-3S
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CAPITULO 8 - Seccion 8.2.4

Figura & 20 Comparation de imagenas de campo oseung dec A} Calulag solad y By Celulas Tratadas con Beds de Ar
facl pagusdia de ME: depotitados eroun

5,2, Imagenes 08 Gamps D500 Y aspeoirog de dispersan de: {} una can
susbraba (o 00 MPsh, O Cherters grand es de MRs depositados en un sustrabo, B) Céulas sin tratas, v Fl Celulas tratadas
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ANEXOD | o

METODOS COMPLEMENTARIOS
CAPITULO 7

Cultiva Celular de Neuronas

Cultwed neuronales del hipocampo de emibriones de rata se prepararcn como se describe previamente ™ Se
ulilizaron neuronas [10 dias o wire (d.ie)] con asones langas v dendritas bien desarrolladas (etapa 51 para todos |os
appafimentoe, Despusy de b trardieccion, s rewanas se fiaron, se bloguearcn y se incubanon con anticuanpes
prmanos.

1. Kunda, P Pagini, G Quiraga, 5 Kosik, Ko Chcenes, & Eviderce for the Inchemmant of Tiam-1 in Anon Formation.
I Bleureda 20601, 21, 2361-2372

2. Foaso, 5; Bollati F, Bisbal, b, Peret, [; Sumi T, Nakamura, T Guiroga, 5, Ferreira, A Caceres, A. LIME
Regulates Gobg Dynamics, Traffic of Golgiderved Yesicles, and Prooess Extension in Primany Cultured Neursas Mal.
Bicgl, af the Cell 2004, 15, 3433-3449

Transfeccion de Celulas Neuronales

GST-PEDA-kd e un regalo de Yusuke Maeda (nmunclogy Fromtiar Research Certer, University of Ckaka, lapan) v
piPAL-miGluRTa (FL-Myc fue una contabucdn del Or. G Banker. plPAS-mGluitla (FL-Ayee bene una secuencia byt
on of dominio MT, Esta caracteristica es la rapdn principal para detectsr ol recapion en la wpsarficie ceular,

La transfecodn de las neurcnas cuftivadas s realizd como s ha descripbo antenormente, v los consirectos de ADN
s yiilizaron en una concentracian de &-10 pofjsl

1 depfoas, O Wates, C L Specht, C G Fujlsswa, 5 Schubert B L, E 1 Marshall, 1 Aoki, C©; de Sil, T2
Monigomend | M et al. SAPYT and CASK Mediate Soring of NMD& Becepbors through a Previously Unkmown
Secretony Pathway. Mature Mewasdencs 2009, 12, 1011-HM9,

Inmunomarcacidn de los Receptores v Preparacién de Muestras

Las células neuronales se fijaron por mmersin en wna solucion de formaldehido al 4% en 4% de sacareds
conterienco PRS durante 30 mirdos a temperatura ambéente. Despuds, las oflulas se lavaron fres veces por
mrrarsion en frie con 1% PES durante § minutos cada vez. Las cflulas fijadas fueron incubadas en bider 15 PBS frio
con Feslo gue conbenie 19 de BSA duranie | hora & temgesaiura ambiente para blogquear la union no especifica
I:I'E'S-pué!i- de e, |3 cdbulad fe |avaran e nuevo re veoes con 130 PES durante 5 minuios. Las edbulas fueron incubadas
can antiuerpos palicknales de conejo anti c-&ye [diludo £350 en 1% PES) durante 1 hora a temperatusa ambilente,
Las cefulas se lavaron posteriorments tres weces con 1 PBS durarts 5 menutos. En una etapa postericd, el antouerpo
k3G de cabea secundano anti-congje marcada oon biotna idiuido 1,300 en 16 PES) 52 incubd com las células durante
i hora a temperatura ambienbe. Luego, las célules se lavaron de nuewo tres veces con 1X PFBS durante 3 minvtos ER
ia ptapa de inmumomarcaciin pastenon, cada dapositive oe cilulas se cubaid con 100 pb de Au M funconalizadas
con biotina-estreptawding {17) 3 horas & temperatura ambiente &n wna arméshera wturada de vapor de agua v
despuds se lavd con 16 PBE tred veces duranis § minutos, Las dispaesttivas de células se integraron en un medio de
A (Fluorosane®, Calbiockem)



ANEXO | P

Calculoz de Calentamiento Folotérmico

S calcularon los gradientes de calentamiento uthizando ko woluchin estaconana (@ — =) de la ecuacion de difusian
de calar para una MP esférica en un medio homogenec'™
-I!I-T[r}=’f“5 wn r=f

donde /&5 |a dersidad de ls patenca de la radiacion lasern, oy, =8 la seccidn elicar de absorcitn a la longiud de
orcia del lser (623 nm) & es la conductividad trmice del medio v res o distancia, En base & £510s siperimentales
= 550 W m 'h.l daio: de hiddingrafia (conducthvidad 1Brmica de picteings x = 0,23 W m? K e caleularon bod
gradientes de temperatura desde b superficie de la NP hasta una distanda de 5 nm tamafo de fa probeics STV
Para este fin, se calculd la seccion eficaz de absorcion para una M5 [limite irderian y para un dimere de BMSE con una
distancia internparticula de 10 am (correspondients a la menor distancia posible entre dos WSS funcienalizadas car
5T
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2 Emcina, B B Coranads, B A, Sies Optimization of lron Osde@ioble Metal Core-Shell Manohybrids Tor
Photetbermal Appdcaticns & Phs. Chern C 2016, 120, 5630-5639.

CAPITULD B

Cultive de Células MDA-MB-468

Lla tnea celular MOA-MB-468 de cancer de mama humang s¢ obiues de ATCC® (CRL-1555 ™) v s& maniuvo en
DRAER con 10 % de swero Tefal boving, 104 unidades/ml oo penicitna, 100 pafml de estreptomicina, y 2 mM de
ghutamma. Las cébulas fueron cultivadas en una incubadora con una aimasera al 53 de 00, con 95% de humedad
refativa a 37 ° C

Cuantificacion de EGF en la Superficie de los MRS por ELISA

L utlizd ur kit ELSA de EGF para determirar la concentracion de EGF en b superdicie de los NRs de acusrdo con
ol proftooolo del fabncante a traees de la reaccion calormérica entre peroodata v ietrametlbencidna

Cuantificacidn del Absorcidn Celular de los MR por ICP-M5

L edbilas MDA-MB-458 & sembransn en places de & wels Degouts de 24 horas, se reemplazd 2l megio de
crecimignts pod wh medio fresco cantemende MPs nenocenjugadas con BGF o NPs fundiorastizadas con PEG 2 una
corcentracin de 100 g Las cdlulss se meutanon adiconasmente durante 4 hoeas y luego fusnon lavadas tres veces
con bdfer de Hark Despuis se caminid el medio de crecemienso incubando durante 20 horas antas de que [as célufas
s@ ripsirezaran con 1 ml de 0,.25% de solicion de tnpsina-EDTA ¢ postenarmende s2 irectig la enzima mediante la
atcion de 1 ml de mediz completo en cada wed Las colufas sp rocogieron por centrifugacian (200g & mun) y se
lavaron dos veces con 1X PRE Las densidades celulans de las mosstras so determnasan mediante un hemacibdmetro
[ menos de 200 celalag). 5o sfadio sgua regia {1 ml] & ks eehilad en un salumen total de ¥ para disoler las
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MPs de Au Despise, 3 mezda 52 secd durante la noche a 65 °C v se wolwid 8 disalver ensolipodn de HE (1 md, 2%)
Diespubs e una dilucdn adicanal 4 veces eon agua Ml k2 muesiras se ingertaran &n un Y& Plasma Ousd ExCell
ICE-pAS,

Cuantificacion del Incremento de Apoptosis por Activided de Caspasa-3

Las codulas MD-ME-L68 5o pemibraron an placas ge & weds Despuds de alcareads una confuenca celular agropiada
{= BOM) 50 reemplazd o medio de crecimients por medio fresco cortenlendo EGF kore o difereries praparacione:
die MPs (la concentracdn de MPs usada en los experimentos fue de 100 o 8 menos gue se indigue lo comraso). Lai
téludas se incubaron com las preparadanes de NP durante 4 horas y luego fueron laeadas tres veces con bider de
Hank, Después de las 4 horas sa cambis el masa de crecimienta incubands durante 30 horas anfes de que ke células
s8 tnpsnizaran con 8.5 mL de §,.25% de soducidn de trigema-EDT A Despuds de inactivar [a trigsina mediande |a adicion
de 0.5 i de medio mmplen:- en cada ded las celulas we rECOgieron par :Eﬂ[ril'ugal:ldn 1300 g, & min) ¥ s¢ lavaron
ura wez con 1€ PES. Las células s re-suspendieran en PBS 16 (800 pl). Los ensayos de caspasa-1 EnzChek® y de
BS54 se aplicaron para deterrnar |2 actividad de apopiosis de acuesda con el protecalo del fabricante en una placa
de 96 wells La fluorescencia se cuantificd can un contadas mudltiple Perkin Elmer 1420 Victor-3 utilizando longrudes
de anda de excitacidn hexe = 485 rm oy ernigidn Aem = 535 nm Bl incemento en la apopiosis se cakould como e
setividad de caspasa-3 normalizads por 2l rdmera de proteinas fotales {ensseo BSA) y se compard con el controd sin

nanaparticulas
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GLOSARIO DE TERMIMNOS
Término Descripgidn 1™ Cils
MEx Mampesine uras 1
MPa Wmapanicilas |
SLRS Espectrosoopia RAMAN incrementsdn por sepirtficic P
B Campn ektricn 1
H CAMED gt 3
LSPE Rescmnncia plusmanicn ssperficial localizsda 3
NS4 o5 [z s 3
Caa Seccuom elicae do exlmckin B
! Secoan eficnr de disperssan ¥
AR Riclaciin de azpica e
LW A Aproximacion de modidecen de ondn lerga 12
M Maovar s I
DA Apraximaciin de dipolos discretas 11
NIR Infrarrog Caremnn 16
CTaB Brromume de cetal mmetil amomis 18
SEM mlacmscopin elecirinica de barmido 9
TEM Micrisscogrn electionicn e i) on a4
m Memenio dipoler inducido 15
o Polarizabididad R
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lnamias Ienenpdsd RAMAMN i1
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1} K Dhespemsitm de luz dmfmica L]
d Patencial Zem i
G Fearln de M peremliado 41
EFEF Facios Incremenie di cavpe clecramageetion 49
DFT Teoria de funcuonal de densslad 49
5TV Estreptanidine -
Cn i =
w5 Mimoesferas furcionalizadas con cisiceming i
CH[f] Cucyrhal] flunls 4
STV Estrepasviding conjugada con Alewa Fleor 458 £5
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PEC: Polietilenglcal 55
AEF Facter de ingremenie asalines Ga
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MNFES Wariacis del miame de N} &n funcion de In radincsom inckdenc il
{Tealia Promedsn angelar del ineremenio de campa o o fecuencia o 7
T L imine infersor de incremenio de caspn ]
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