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Resumen

Diversos microorganismos presentan carbohidratos en su capa mas externa, dando lugar a
la primeras interacciones con agentes externos. A su vez, los organismos multicelulares han
evolucionado de tal forma que son capaces de sensar la presencia de microbios a través de
lectinas, proteinas que reconocen carbohidratos. Una manera de explotar dicho

reconocimiento es a través de nanoestructuras biomiméticas.

En este proyecto se planted el disefio y construccion de nanoparticulas de oro y su
funcionalizacion con una lectina que reconoce de manera especifica la manosa, azlicar
presente en la pared celular de bacterias y hongos, con el proposito de que este complejo se

utilice en microbiologia y diagnostico de patogenos.

Se prepararon nanoparticulas de oro a partir de acido cloroaurico en presencia de citrato de
sodio (método de Turkevich), y se identificaron condiciones para su funcionalizacion con la
lectina, incluyendo cambios de pH y relacion molar oro-proteina. Las estructuras resultantes
fueron analizadas mediante diferentes técnicas de caracterizacion, tales como microscopia
electronica de transmision, dispersion de luz dindmica, medicion de potencial zeta y
espectroscopias FTIR y Raman. De acuerdo con nuestros resultados, las particulas
resultantes son capaces de unirse a a-metil D-manosido, un carbohidrato modelo, asi como

de traducir dicha interaccion en cambios espectroscopicos.



Abstract

Various microorganisms present carbohydrates at the outmost layer, leading to the first
interactions with external agents. In turn, multicellular organisms have evolved in such a
way that they are able to recognize the presence of microbes through lectins, which are
carbohydrate-recognizing proteins. Biomimetic nanoconstructs represent a way to exploit

this recognition.

This project raised the design and construction of gold nanoparticles and their
functionalization with a lectin that specifically recognizes mannose, a sugar present in the
cell wall of bacteria and fungi, for this complex to be used in microbiology and pathogen

diagnosis.

Gold nanoparticles were prepared using chloroauric acid in the presence of citrate (Turkevich
method), and functionalized with the lectin, through various experimental conditions, including
pH changes and molar gold-protein ratio. The resulting structures were analyzed through
different techniques such as transmission electron microscopy, dynamic light scattering, zeta
potential measurement and FTIR and Raman spectroscopy. According to our results, the
functional particles are able to bind a-methyl D-mannoside, employed as a model carbohydrate,

giving rise to measurable spectroscopy changes.
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1 Introduccion
1.1 Marco tedrico

1.1.1 Nanotecnologia

La Nanotecnologia es un area del conocimiento en expansion y con grandes alcances en diversas
ciencias. Su estudio se ha extendido a nivel mundial y el conocimiento acerca de los efectos
bioldgicos asociados a su exposicion es motivo de estudio (Singh, 2016). Las nanoparticulas se
pueden formar a partir de muchos materiales y tener una amplia diversidad funcional que es muy
diferente de los materiales a granel, debido a sus propiedades electronicas, Opticas y cataliticas
originarias de sus dimensiones de escala nanométrica, su tamafio y las diversas formas que
pueden adquirir controlando las condiciones de sintesis. Uno de los materiales que mas ha
llamado la atencion a nivel nanométrico es el oro, ya que sus propiedades Opticas han permitido
su aplicacion en diversas areas como la electronica, la fotdnica y la medicina, entre otras mas.

La Nanotecnologia es un campo del conocimiento que busca estudiar, manipular y explorar de
manera controlada las propiedades de la materia que comprenden tamanos entre 1 a 100
nanometros (nm), es decir la millonésima parte de un milimetro. Esta 4rea del conocimiento ha
logrado conjuntar areas como la fisica, la quimica, la biologia entre otras mas, generando
diversos avances cientificos y tecnoldgicos a lo largo de la historia por lo que se le considera un

area multidisciplinaria (Elahi, Kamali, & Baghersad, 2018).

1.1.2 Breve historia de la nanotecnologia

Los materiales a nivel nanométrico se han utilizado desde hace muchos afios, un extraordinario
trabajo con vidrio hecho por los romanos en el siglo quinto D.C demuestra uno de los mejores

ejemplos de Nanotecnologia en el mundo antiguo. La copa de Lycurgus, que forma parte de la

coleccion del Museo Britanico, muestra al rey Lycurgus arrastrado al inframundo por Ambrosia.



Sorprendentemente, cuando la taza es iluminada desde fuera se ve verde (Figura 1 (a)). Cuando
se ilumina desde adentro, la taza se ve rojiza y el rey Licurgo se ve purpura (Figura 1 (b)) (Loos,

2015).

Figura 1. Copa del rey Lycurgus. El cristal aparece en verde cuando se ilumina
desde el exterior (a) y en rojo purpura cuando se ilumina desde el interior (b).
Tomada de: Loos, 2015.

La explicacion de este fendémeno se obtuvo hasta el afio 1990, después de que los cientificos
analizaron la copa utilizando un microscopio de fuerza atémica. Se encontrd que el dicroismo
(dos colores) se observa debido a la presencia de nanoparticulas, plata en un 66.2%, en un 31.2%
hay presencia de oro y en un 2.6% de cobre, de tamanos hasta 100 nm, dispersas en una matriz
de vidrio. El color rojo observado es el resultado de la absorcion de luz a 520 nm por las
particulas de oro. El color purpura se debe a la absorcion por las particulas mas grandes, mientras
que el color verde se atribuye a la dispersion de la luz por las dispersiones coloidales de particulas
de plata con un tamafio mayores a 40 nm. La copa Lycurgus es reconocida como uno de los

nanocompuestos sintéticos mas antiguos, sin embargo para ese entonces no se tenia
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conocimiento de que las propiedades Opticas eran debidas a nanoparticulas (Loos, 2015). En
1857 Michael Faraday mientras estudiaba las propiedades de la luz y la materia, encontré que
las propiedades opticas del oro coloidal cambiaban con respecto a las propiedades del oro a
granel. Este hecho cobro interés dentro de la comunidad cientifica, por lo que se empezo a
estudiar el fenomeno Optico de las nanoparticulas al interactuar con la luz, tal es el caso de
Gustave Mie, quien en 1908 describié mediante un conjunto de ecuaciones la interaccion de las
ondas electromagnéticas con una particula esférica de metal. Hasta 1914 ya se conocia que las
propiedades de materiales como el oro cambian sus propiedades cuando se reduce su tamafo,
este hecho también llam¢ la atencion de Richard Zsigmondy y de Heinrich Siedentopf, juntos
desarrollaron un ultramicroscopio con el que lograron observar por primera vez particulas
coloidales, el conocimiento que tenia sobre sus observaciones de coloides los llevé a utilizar por
primera vez el término nandémetro. Con el fin de buscar obtener nanoparticulas homogéneas en
tamafio y forma, en 1928 el quimico Theodor H.E. Svedberg separd por primera vez particulas
por sus tamafios construyendo la primera ultracentrifuga, y describio en experimentos utilizando
dispersion de rayos X como determinar propiedades de tamafio y forma de las particulas de oro.
Todos los hechos mencionados anteriormente son una pequefia parte de los desarrollos para
conocer algunas de las propiedades de las coloides, sin embargo la idea de la manipulacién y el
control de los materiales sintetizados a una escala cada vez menor era poco clara, hasta que en
1959 la vision de un fisico llamado Richard Feyman promovid que la idea de la Nanotecnologia
empezara a tomar un rumbo mas estable. En particular, al impartir su conferencia “Hay mucho
espacio en el fondo”, Richard Feyman hablo acerca de la manipulacion de la materia a nivel
atdmico; a partir de aqui empez6 a surgir el interés de mirar con otra Optica las particulas
coloidales con tamafios nanométricos y la inmensa posibilidad de aplicarlos en diferentes areas.

Tal fue la motivacion por estudiar las propiedades de las nanoparticulas que, con los avances en
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el area en 1974, el profesor Narro Taniguchi de la Universidad de Ciencias de Tokio acuii6 el
término Nanotecnologia (Li, Zhao, & Astruc, 2014; Voliani, 2013; Schaming & Remita, 2015)
Hoy en dia, sabemos bien que las nanoparticulas se pueden formar a partir de muchos materiales
y tener una amplia diversidad funcional, que son muy diferentes de los materiales a granel,
debido a sus diferentes propiedades que dependen de su tamafio y morfologia. Uno de los
materiales que mas ha llamado la atencion a nivel nanométrico es el oro, ya que sus diferentes
propiedades han permitido su aplicacion en diversas areas como la electronica, la fotonica, y la

medicina, entre otras.

1.1.3 Nanoparticulas metalicas
1.1.4 Nanoparticulas de oro

Como se menciond en la seccion anterior, las nanoparticulas de oro han sido objeto de
investigacion desde hace muchos afios ya que destacan por las propiedades que tiene este
material cuando sus dimensiones estan dentro de los nanometros. Cuando el oro esta en bulto es
un material metalico brilloso de color amarillo, bastante denso y suave, que a diferencia de otros
metales es bastante dictil y maleable, ademds también es un buen conductor. Mientras que las
nanoparticulas de oro dependiendo de su tamafio y forma pueden llegar a tener propiedades
diferentes que el material en bulto. Este tipo de propiedades que son observables sin necesidad
de utilizar equipamiento avanzado, son debido al Plasmon de resonancia superficial (SPR) que
presentan los nanomateriales conductores como el oro.

El Plasmoén de resonancia superficial es una respuesta oscilatoria conjunta de varios electrones
debido a la incidencia de ondas electromagnéticas (luz). Los electrones que componen una
matriz de un conductor estan ubicados cada uno en un nivel de energia, sin embargo por cada

nivel de energia hay un solo electrén y la distancia que hay entre cada nivel es minima, por lo



que se considera que el sistema esta bien empaquetado (Coffey, 2017). Debido a esta disposicion
en la que se encuentran los electrones, estos llegan a actuar de manera conjunta ante algin
estimulo externo que logre excitarlos, en este sentido a nivel cuantico se les considera como un
solo sistema o como una particula, compuesta por una coleccion de particulas que interactuan
de manera conjunta en la superficie de un material conductor. Este fenémeno se puede presentar
en materiales conductores en bulto o nanométricos. En el caso de los materiales nanométricos,
al reducir el tamafo del material, la respuesta del Plasmon de superficie puede variar debido a
tres caracteristicas principales del material; el tamafo, la forma y el tipo de material del cual este
hecho la nanoparticula (Coftey, 2017). El Plasmon de superficie de un material en bulto responde
de manera diferente que un material que tenga dimensiones menores a 100 nm y esto es debido
a la dimension de la forma geométrica a esta escala, lo que permite tener una sefial de respuesta
de la banda del Plasmon de superficie mucho mas fuerte que la de un material en bulto, siempre
y cuando la onda electromagnética con la que se quiera excitar a los electrones del material, este
a la misma frecuencia de resonancia a la que esta el Plasmon de superficie del propio material,
ya que de no ser asi entonces la onda electromagnética no se absorbera y la respuesta del Plasmon
sera muy pobre. Otra caracteristica de la que depende una buena respuesta del Plasmon de
superficie es la forma, ya que la longitud de onda del Plasmon puede recorrerse hacia el azul o
al infrarrojo dependiendo del acomodo de los electrones en el nanomaterial. Como se mencion6
anteriormente, el material del cual este hecha la nanoparticula, también afecta en la respuesta del
Plasmon de superficie, ya que en el caso de tener el mismo tamafio y la misma forma pero
diferente material, entonces el Plasmon se verd afectado debido a la densidad de electrones que
cada material dispone. Un incremento en la densidad de electrones causa un incremento en la

frecuencia del Plasmoén de resonancia (Coffey, 2017).



Existen diversas técnicas de caracterizacion espectroscopicas que permiten tener informacion
sobre el SPR de las nanoparticulas de oro y los cambios a los que se enfrenta cuando su Plasmoén
sufre cambios por adsorcion de moléculas en su superficie. Cuando se adsorben moléculas en la
superficie de la nanoparticula, se observa un desplazamiento hacia el rojo del pico de la banda

SPR (Figura 2) (Asahi, Uwada, & Masuhara, 2006; Elahi et al., 2018).

1.1.5 Sintesis de nanoparticulas de oro por el método de Turkevich

A (Size) B (Shape) {(Material)
0 gk SphereCube Rods Auwo3 Gs WO 1TO ICO
250 350 45D 550 650 4UU EDG r BDG 1000 500 100[} 50000
A [nm] A [nm] A [nm]

Figura 2. Mediante el estudio la banda de Plasmon superficial se puede conocer
informacion relacionada al tamafio (A), la forma (B) y el tipo de material (C). Tomada
de Jeong, 2017.

De manera general, la sintesis de nanoparticulas metalicas sigue un mismo proceso en el que se
utiliza un agente precursor; posteriormente se afiade un agente reductor y al final, si es necesario,
se agrega un agente estabilizante, y durante todo el proceso se cuidan parametros de
concentracion y temperatura de cada uno de los agentes que componen la sintesis. Ademas de
las condiciones ya mencionadas, es necesario hacer énfasis que también la sintesis puede variarse
no solo en el material del cual se quieran obtener las nanoparticulas, si no también existen
diferentes agentes reductores y estabilizantes que pueden afectar de manera directa las
propiedades fisicoquimicas (Zhao, Li, & Astruc, 2013).

En particular, las nanoparticulas de oro al ser uno de los materiales més utilizados y estudiados

en el area de la Nanotecnologia, se han hecho diversas variaciones al método de sintesis para
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obtener nanoparticulas de oro, buscando tener nanoparticulas con tamafios y formas homogéneos
y monodispersos, que puedan proporcionar propiedades especificas segin el requerimiento.
Turkevich y colaboradores desarrollaron un método de sintesis de nanoparticulas de oro en 1953
mediante el uso de &cido cloroaurico (HAuCl4) con acido citrico en agua hirviendo, donde el
citrato actiia como agente reductor y como estabilizante, confiriendo una carga negativa en la
superficie (Turkevich, Stevenson, & Hillier, 1969). Frens refind mas el método y le cambid la
relacioén entre oro y citrato para tener un mayor control en el tamafio de las particulas. Este
protocolo ha sido extensamente utilizado para la sintesis de nanoparticulas de oro (AuNP) que
tienen diametros entre 10 a 20 nm (Philip, 2008; Zhao et al., 2013).

El método Turkevich de consiste en dejar en agitacion y llevar hasta punto de ebullicion al
precursor. Una vez alcanzado el punto de ebullicion, hay una mayor presencia de iones oro libres
en la solucion que se reduciran al agregar el citrato de sodio, lo que permite que los 4&tomos de
oro comiencen a agruparse formando pequefios nucleos en la solucion. Esto se ve reflejado en
el cambio de color del coloide de amarillo claro a negro, y pasados 10 min aproximadamente en
agitacion constante y a temperatura de 95°C, el color vuelve a cambiar de negro a rojo tinto,
debido al crecimiento de las nanoparticulas, para este punto se sabe que hay presencia de

nanoparticulas de oro entre 10 a 20 nm (S. Kumar, Gandhi, & Kumar, 2007).

1.1.6 Carbohidratos en membranas celulares

1.1.7 Carbohidratos en membranas y comunicacion celular

La membrana plasmatica envuelve la célula definiendo sus limites y manteniendo las diferencias
esenciales de concentracion de componentes celulares entre el citosol y el ambiente extracelular.
La membrana celular esta constituida por proteinas, lipidos y carbohidratos, donde es bien

conocida por los especialistas la funcion de los lipidos y las proteinas, sin embargo, la funcién



de los carbohidratos es poco clara. Los carbohidratos que se encuentran en la membrana celular
forman glicoconjugados con las proteinas y los lipidos mediante enlaces covalentes, a estos
glicoconjugados se les conoce como glicoproteinas y glicolipidos respectivamente como se

representa en la figura 3.

Carbohidratos

Proteinas

Lipidos

a®

Figura 3. Los carbohidratos ubicados en la membrana plasmatica son la primera
barrera de contacto con agentes externos.

Dependiendo de la especie y el tipo de célula, el contenido de carbohidratos en la membrana
plasmatica se encuentra en un rango que va del 2 al 10 % del peso total. Mas del 90 % de los
carbohidratos presentes en la membrana, estan unidos a proteinas, formando glicoproteinas y el
resto de carbohidratos est4 unido a lipidos, formando glicolipidos (Geoffrey, 2000).

De manera mas especifica, hay diferentes microorganismos como bacterias y hongos que
cuentan con una densa estructura que los rodea por encima de su membrana celular; a esta

estructura se le denomina pared celular, la cual puede variar dependiendo del microorganismo.



Sin embargo, de manera general esta constituida por estructuradas biomoléculas, dentro de las
cuales los carbohidratos estdn presentes formado glicoconjugados con proteinas y lipidos.

En el caso de la pared celular de las bacterias, los carbohidratos estan mayormente asociados a
lipidos formando glicolipidos, fosfolipidos glicosilados o carbohidratos complejos con péptidos
o acidos micdlicos (Winzler, n.d.). Las porciones glicosiladas de estas moléculas estan
involucradas con la interaccion con componentes asociados a la respuesta inmune. En las células
eucariotas los glicolipidos participan en mecanismos de comunicacion celular, pero en el caso
de diferentes microorganismos se les considera factores de virulencia. Un ejemplo es el de las
micobacterias, género que cuenta con una gran cantidad de glicoconjugados (figura 4), que estan

estrechamente relacionados con la patogenicidad (Ka, Pawlowski, Hamasur, & Svenson, 2008)
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TRENDS fn Microbiology

Figura 4. Tres componentes mas importantes de la pared células de las micobacterias son
Lipoarabinomanano (LAM), lipomanano (LM) y fosfatidilmioinositol manosido (PIM). Estaos
componentes se unen de forma no covalente a la membrana plasmatica a través de su anclaje
de fosfatidil-mio-inositol, y se extienden hacia el exterior de la pared celular. Gow, Latge, &
Munro, 2017



En el caso de los hongos, la pared celular esta formada por una densa capa de carbohidratos que
en su mayoria estdn unidos a proteinas. Los carbohidratos que principalmente constituyen a la
pared celular de los hongos son los glucanos (polisacaridos formados especificamente por
unidades mondémeras del monosacarido D-glucosa), ubicados junto a la membrana celular, y por
encima de la zona donde estan los glicanos hay otra zona llamada manano, compuesta
principalmente por polimeros de manosa, ligados a proteinas. Esta disposicion de diferentes
azucares cambia segun el tipo de hongo como se muestra en la Figura 5. Estas estructuras estan
estrechamente relacionadas con diferentes procesos que tienen que ver con la respuesta inmune
de otros organismos, también estan relacionados con el balance de la flora intestinal, y con la

interaccion con otros microorganismos. (Gow, Latge, & Munro, 2017)
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Figura 5. Organizacion estructural de las paredes celulares de patogenos flingicos. Las
representaciones muestran los componentes principales de la pared celular y la hipdtesis actuales sobre
sus interconexiones. En los tres hongos se observa la presencia de una capa abundante de diferentes
azucares entre los aue destaca la manosa. Adantada de: (Gow. Latge. & Munro. 2017).
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1.1.8 Reconocimiento de carbohidratos por lectinas

Al grupo de carbohidratos unidos a proteinas (glicoproteinas) y a lipidos (glicolipidos), se les
conoce como glicanos. Con lo mencionado anteriormente, queda claro que los glicanos al estar
presentes en la parte externa de diferentes microorganismos, se sabe que estan involucrados en
casi todas los procesos biologicos de comunicacion entre las células y el mundo exterior, ademas
de estar involucrados en la patogenia. Sin embargo, al tener poca informacion sobre su
desempefio en diferentes procesos biologicos, los ultimos afios ha surgido el area de la
glicociencia la cual se enfoca en definir las estructuras y entender los roles funcionales en los
diferentes sistemas biologicos en los que participan los glicanos. Esta area se ha enfocado en
estudiar las diferentes interacciones entre los glicanos y la diferente biomoléculas con las que
interacciona, dentro de las cuales la que mas llama la atencion, es la interaccion carbohidrato-
proteina que esta dada por moléculas proteicas. Estas proteinas con unidén a carbohidratos
incluyen anticuerpos, lectinas, receptores, toxinas o enzimas (Hart & Copeland, 2010). Dichas
interacciones de glicanos con proteinas con union a carbohidratos pueden promover la adhesion
celular, las interacciones entre la matriz y la célula, la sefializacion celular, el plegamiento de
glicoproteinas y la orientacion intracelular / extracelular a los organelos. Ademas, los glicanos
unidos a las macromoléculas ejercen el control a través de mecanismos indirectos sobre la
conformacion, estabilidad, oligomerizacion, tiempo de residencia de la superficie celular y el
recambio de glicoproteinas (Cummings & Pierce, 2014).

Una de las clases de proteinas con unién a carbohidratos que llama mas la atencidon estd
constituido por las lectinas. Las proteinas involucradas tienen sitios de reconocimiento
especificos de azlcares, y se sabe son participes en muchos procesos bioldgicos. Este tipo de

moléculas se conocen desde hace mucho tiempo, la primera lectina fue informada por Peter
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Hermann Stillmark en 1888, quién aislo la ricina de las semillas de ricino (Ricinus communis) y
la describié como una proteina extremadamente toxica. Stillmark también prob¢ la reactividad
de los extractos de proteinas parcialmente purificados hacia los glébulos rojos y observo un
agrupamiento de las células. Este fendmeno fue analizado con mas detalle en los afios que
siguieron a su descubrimiento. En 1898, Elfstrand describid la actividad de las proteinas para
agrupar o aglutinar eritrocitos, lo que llevd a la introduccion del término "aglutinina". Poco
después del descubrimiento de la ricina se han identificado varias proteinas toxicas. Sin
embargo, a medida que se purificaban mas y mas sustancias, se hizo evidente que no todas las
proteinas con actividad aglutinante son toxicas. Landsteiner y Raubitschek (1907) presentaron
evidencia de lectinas no toxicas de semillas de leguminosas, en particular Phaseolus vulgaris
(frijol), Pisum sativum (guisante), Lens culinaris (lenteja) y Vicia sativa (veza). (Sharon & Lis,
2004; Walker, 2014)

El término "lectina" (derivado del latin legere, que significa seleccionar, elegir) fue introducido
por primera vez por Boyd y Shapleigh en 1954 para referirse al hecho de que las lectinas pueden
reconocer y unirse a estructuras especificas de carbohidratos. Ademads, algunas lectinas de
plantas tienen la capacidad de distinguir entre eritrocitos de diferentes tipos de sangre y, por lo
tanto, pueden seleccionar ciertas tipos de células. Sin embargo, esta selectividad no es una
caracteristica general de las lectinas vegetales (Walker, 2014). Las lectinas estan presentes en
cualquier tipo de organismo y se pueden clasificar dependiendo de su origen. Una de las primeras

lectinas descubiertas fue la Con-A.

1.1.8.1 Concanavalina A

La Con-A es una lectina de origen vegetal con capacidad de aglutinar. Esta lectina proviene del

frijol, Canavalia ensiformis, y fue descubierta por James B. Sumner, quien observé que la lectina
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tenia la capacidad de reconocer a-D-manosil y al a-D-glucosil. La Con-A es una proteina
constituida por 237 aminoacidos que a su vez le otorgan un caracter fluorescente a la proteina.
Otra caracteristica acerca de la Con-A es que, dependiendo del pH, puede presentar una
estructura en forma de tetrdmero (pH=7) o una estructura en forma de dimero (pH=5) (Sharon
& Lis, 2004; Sharon, Lis, Sharon, & Lis, 2018; Walker, 2014; X. Wang, Xu, Wang, Wang, &
Chen, 2016; Welch, Turner, & Preast, 2008). Esta proteina se ha empleado en diferentes areas
bioldgicas tanto para hacer ensayos para cuantificar proteinas como para reconocimiento de

microorganismos (Hurkat, Jain, & Jain, 2012; Van Der Wel et al., 2017; Xu et al., 2017).
1.1.9 Funcionalizacion de nanoparticulas con proteinas

Siguiendo en una linea multidisciplinaria, ha surgido el interés de conjuntar el uso de los
nanomateriales para el estudio de los glicanos, en este sentido ha surgido el 4rea de la
Gliconanotecnologia. La sinergia entre la Nanotecnologia y el estudio de los glicoconjugados se
ve favorecida debido a las dimensiones similares que tienen. Una de las areas que busca explorar
la Gliconanotecnologia es la interaccion entre carbohidratos-proteina, debido a la presencia de
estas interacciones en diferentes procesos biologicos que pueden afectar o beneficiar a los
diferentes organismos. En este sentido una de las maneras en las que la Gliconanotecnologia ha
abordado el estudio de esta interaccion, es mediante el biomimetismo de diferentes
nanoestructuras recubiertas de proteinas con el fin de que puedan reconocer carbohidratos, tales

como las lectinas(Reichardt & Marti, 2013) .

1.1.10 Nanoparticulas funcionalizadas con proteinas para deteccion de
azucares.

Explorando la funcionalizaciéon de NP-proteinas, se ha encontrado que cuando estas estan

expuestas al mismo medio en el que estan las NP, tienden a formar una estructura denominada
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corona proteica. Dicha disposicion de proteinas alrededor de NP, le confiere al nanomaterial una
nueva identidad bioldgica. Este hecho se ha visto cuando las NP entran en contacto en el torrente
sanguineo con la posibilidad de que ahora con la nueva identidad las células puedan reconocer
al nanomaterial como un agente no patogeno. Por otra parte, también se ha estudiado el
biomimetismo de NP con diferentes proteinas, con la finalidad de aplicar estos nanomateriales
en diferentes areas como el diagndstico de enfermedades y el acarreo de farmacos (Rahman,

Laurent, Tawil, & Yahia, 2013).

1.1.11 Formacion de la biocorona.
Se han explorado diferentes maneras de adsorcion de proteinas en la superficie de las NP, las

cuales se pueden clasificar en fisisorcién y quimisorcién, donde la primera se refiere a
conexiones multi sitio no especificas, no covalentes, que incluyen fuerzas electrostaticas,
interacciones hidréfobas, enlaces de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals, mientras que la
segunda requiere la presencia de un grupo de anclaje en la superficie de la biomolécula, que sean
capaz de unirse covalentemente a la superficie de la nanoparticula de oro; los ejemplos tipicos

incluyen -SH, -OH, -NHo», -COOH (figura 6) (C. Kumar, 2010).

Unidn covalentemente ala Grupos Grupos de anclaje como:
- “PE‘”‘“‘E."E]I” P geanciaie P SH,.OH.NH, COOH
Interaccion nanoparticuas
proteina
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Figura 6. La corona de proteinas alrededor de nanoparticulas puede formarse ya sea por la previa
funcionalizacion de la nanoparticula con grupos de anclaje, o bien por diferentes fuerzas de interaccion
entre la proteina y la superficie de la nanoparticula, estas fuerzas de interaccion dependen de diferentes
factores como tipo de material y el pH por mencionar algunos. Adaptado de C. Kumar, 2010.
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El proceso de formacion de la corona proteica en la superficie de las NP suele ser dindmico, en
el cual se forman dos capas de coronas proteicas, una corona de proteinas “dura” y otra corona
de proteinas “suave”. La corona de proteinas dura consiste en proteinas con altas afinidades de
union que estan estrechamente ligadas y muestran tiempos de intercambio mayores que el tiempo
necesario para la internalizacion de una particula, mientras que las proteina que conforman la
corona suave tienen una alta tasa intercambio con las proteinas que tengan menor afinidad por
unirse a la superficie de la NP (Tabla 1). En la practica, la corona dura se puede definir como
aquellas proteinas que no se eliminan de la superficie del nanomaterial durante los
procedimientos de preparacion, como el lavado y la centrifugacion. Estos procedimientos
pueden interrumpir las interacciones proteina-proteina relativamente débiles que eliminarian la

corona de proteina blanda (Pederzoli et al., 2017; Winzen et al., 2015a).

Tabla 1. Caracteristicas de la Corona dura y Corona Sauave. Adaptada de Corbo & Toledo, 2016.

Corona dura Corona suave
Mayor energia de adsorcién Menor energia de adsorcion
Menor disociacion Mayor disociacion
Interaccion directa con la NP Interaccion proteina-proteina
Proteinas ligadas estrechamente a la NP Proteinas unidas débilmente a la NP
Estable en la superficie de la NP Inestable interaccion con la superficie de la NP
Capaz de influir en la respuesta funcional Incapaz de influir en la respuesta de la NP

Las fuerzas que participan en la interaccion entre las proteinas y la superficie de las NP son

interacciones de Van de Waals, Fuerzas de Coulomb, interacciones hidrofobas, y puentes de
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hidrégeno. Dicha interaccion se va a ver afectada por las caracteristicas del nanomaterial, la

proteina y el medio en el que se encuentren. (Gehr Peter, 2019).

Dichas caracteristicas se pueden estudiar mediante el uso de diferentes técnicas de
caracterizacion, destacando el uso de métodos espectroscopicos y microscopicos, asi como
también el uso de ensayos bioldgicos (Capjak, Goreta, Jurasin, & Vréek, 2017; Cheema, 2017;

Nel et al., 2009).

1.1.12M¢étodos de caracterizacion
1.1.13Espectroscopia UV-Vis

Esta técnica de caracterizacion aborda la zona del espectro que va de 190 a 800 nm. Cuando una
onda electromagnética de esta zona espectral interactiia con algiin material, el material absorbe
dicha energia, que permite que los electrones sean excitados de su orbital basal a otro de mayor

energia (Royal Society of Chemistry, 2009).

La espectroscopia por absorciéon molecular se basa en la medicion de la transmitancia T o de la
absorbancia A de soluciones que estan en celdas transparentes que tienen una longitud de
trayectoria de b cm. Normalmente, la concentracion de un analito absorbente se relaciona en

forma lineal con la absorbancia segtn la ley de Beer:
A=—logT = log% = ¢bc

Donde A es la absorbancia, T es la transmitancia, Po es la potencia radiante incidente, P es la
potencia radiante transmitida, € es la absortividad molar, b es la longitud de la trayectoria de la

muestra y ¢ es la concentracion del absorbente.(Skoog, Nieman, & Holler, 2008)
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En cuanto a la instrumentacion para esta técnica, muchos fotdmetros y espectrofotometros
modernos se basan en un disefio de haz doble. En la figura 7 se ilustra un instrumento de doble
haz en el espacio en el cual se forman dos haces mediante un espejo en forma de V llamado
divisor de haz. Un haz pasa a través de la solucion de referencia y continua hasta un fotodetector.
En forma simultanea, el segundo rayo atraviesa la muestra hasta un segundo detector ajustado.
Las dos sefiales de salida se amplifican y su cociente, o bien, el logaritmo de su cociente se
determina de manera electrénica y se representa mediante un dispositivo de lectura (Skoog et
al., 2008).

En el caso de los nanomateriales metalicos, esta técnica permite obtener informacion acerca del
tamafio, la forma y la presencia de aglomerados. Esto se debe al Plasmén de resonancia
superficial que presentan los nanomateriales especificamente metalicos, como ya se ha

mencionado anteriormente (Cruz et al., 2012).

Fotodetector

Celda de 1
Obturador referencia "
ﬁ u
IH ’ Sistema de lectura
Fuente . - 0 oL 106
ha Filtro o Divisor Fotode- | Amplificador f._ [ T
O‘\-l-v monocromador de haces tector 2 de diferencias /

3

Espejo

Celda de
la muestra

Figura 7. Se ilustra un instrumento de doble haz. En este caso, la radiacion proveniente del
filtro o monocromador se divide en dos haces que atraviesan de manera simultanea las celdas
de referencia y de la muestra antes de chocar con los fotodetectores que se han hecho
corresponder.(Skoog et al., 2008)
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En el caso de los nanomateriales metalicos, esta técnica permite obtener informacion acerca del
tamafio, la forma y la presencia de aglomerados. Esto se debe al Plasmon de resonancia
superficial que presentan los nanomateriales especificamente metalicos, como ya se ha

mencionado anteriormente (Cruz et al., 2012).
1.1.14Espectroscopia FTIR

Esta técnica de caracterizacion aborda la zona del infrarrojo del espectro electromagnético. Las
moléculas que presentan momento dipolar donde vibran alrededor de su posicion de equilibrio,
similar a un oscilador armoénico (estado basal). Para aumentar la amplitud del movimiento
vibratorio de los atomos de enlace (estado excitado), es necesario que la frecuencia de la
radiacion electromagnética con la que se va a incidir una molécula sea la misma frecuencia de
vibracion del momento dipolar del enlace que forma a la molécula. En este sentido la molécula
va a absorber la energia produciendo que el momento de la molécula resuene con el campo
eléctrico de la radiacion electromagnética produciendo con el aumento de la amplitud del
movimiento vibratorio de la molécula. La radiacion electromagnética de origen infrarrojo tiene
suficiente energia para aumentar la vibracion del momento dipolar del enlace que forma a una
molécula, esta energia es mucho mejor comparada con la radiaciéon ultravioleta o visible que
permiten excitar a los electrones. (Barth, 2007; Hammouda, n.d.; Ismail, Voort, & Sedman,

1997; Mondragon, 2000)

Existen diferentes modos de vibracion de las moléculas, vibracion de tension, la cual consiste en
un cambio continuo en la distancia entre los 4&tomos, puede ser dividida en tension simétrica y
asimétrica. También est4 el modo de vibracion de flexion, que consiste en un cambio en el &ngulo
de enlace, se divide en balanceo en el plano y fuera del plana, y torsion en el plano y fuera del

plano (Figura 8) (Avila et al., 2018; G, 2001; Healthcare GE Sciences Life, 2013).
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Simétrica Asimétrica
a) Vibraciones de estiramiento
S(\ ! B\/
Balanceo en el plano Tijereteo en el plano
F \ / F + \/
Aleteo fuera del plano Torsién fuera del plano
b) Vibraciones de flexion

Figura 8. Tipos de vibraciones moleculares. Note que + indica movimiento desde
plano de la pagina hacia el lector y — indica un movimiento desde el plano de la pagina
alejandose del lector. (Skoog et al., 2008)

Cuando se da un fendmeno de absorcion que produce un aumento en la vibracion de una
molécula en la cantidad de energia absorbida y transmitida va a ser diferente por lo que cuando
el detector del espectrofotometro, los datos obtenidos generan un espectro demostrando que tanta
fue la energia absorbida a diferentes frecuencias por la muestra, logrando distinguir asi las

moléculas con momentos dipolares que forman al compuesto en estudio.(Ismail et al., 1997)

A nivel instrumental se utiliza espectrometros de transformada de Fourier para efectuar
mediciones en el infrarrojo mediano y lejano, debido a su velocidad, confiabilidad, ventaja en la

relacion senial ruido y comodidad.

Los espectrometros de infrarrojo de transformada de Fourier son instrumentos de un solo haz o
de doble haz. Un procedimiento caracteristico para determinar la transmitancia o la absorbancia
con este tipo de instrumento consiste, en primer lugar, en obtener un interferograma de referencia

mediante barridos de una referencia (por lo general, aire) 20 o 30 veces, acumular los datos y
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almacenar los resultados en la memoria de la computadora del instrumento (casi siempre,
después de convertirlos en el espectro). A continuacion, se coloca la muestra en la trayectoria de
la radiacion y se repite el proceso. Se calcula entonces la relacion entre los datos espectrales de
la muestra y la referencia, y se obtiene la transmitancia a distintas frecuencias. Con esta relacion
se calcula la absorbancia en funcion del numero de onda. De ordinario, las fuentes y detectores
modernos tienen la estabilidad suficiente como para que los espectros de referencia se tengan

que obtener solo en forma ocasional.

En la figura 9, se ilustra un espectrometro de doble haz. Los espejos que dirigen el haz del
interferdmetro a través de la muestra y de las celdas de referencia oscilan rapidamente en
comparacion con el movimiento del espejo del interferometro, de modo que la informacion de
la muestra y de la referencia se puede obtener en cada una de las posiciones del espejo. El disefio

de doble haz compensa las derivas de la fuente y del detector.
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Figura 9. Espectro de IR de transformada de Fourier de doble haz. El rayo que sale del interferoémetro
choca con el espejo M1, el cual dirige al haz a través de la celda de referencia, y en otra posicion dirige
a través de la celda de la muestra. El espejo M2, que estd sincronizado con M1, dirige de manera
atenuada el haz de referencia y el haz de la muestra hacia el transductor (Skoog et al., 2008).
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Para muestras que presentan alguna dificultad asociada a so6lidos de limitada solubilidad,
peliculas, fibras, pastas, adhesivos y polvos, es posible utilizar diferentes adaptadores
instrumentales que facilitan la medicion en las muestras ya mencionadas. En la actualidad, la
mayoria de los fabricantes de instrumentos IR de transformada de Fourier ofrece unos
adaptadores que se instalan en los compartimientos de las celdas y permiten realizar mediciones
de reflectancia difusa.

En la figura 10 se ilustra un aparato para la medicion de la reflectancia atenuada total. Como se
puede apreciar en la figura superior, la muestra, en este caso, un s6lido, se coloca sobre las caras
opuestas de un material cristalino transparente con un alto indice de refraccion. Al efectuar
ajustes adecuados del angulo incidente, la radiacion experimenta multiples reflexiones internas
antes de pasar del cristal al detector. En cada una de esas reflexiones tiene lugar la absorcion y
la atenuacion. En la figura 10 se muestra un esquema optico de un adaptador que se instala dentro
del area de la celda de la mayor parte de los espectrometros de infrarrojo y permite medir la

reflectancia atenuada total. También hay celdas para muestras liquidas (Skoog et al., 2008).

Desde el interferémetro

Al detector
o monocromador I Muestra |
Salido con alto

[ Muestra | indice de refraccion

Figura 10. Se muestra un accesorio representativo para reflectancia atenuada total
(Skoog et al., 2008).

1.1.15 Espectroscopia Raman

Esta técnica de caracterizacion aborda la region espectral del infrarrojo cercano, es decir de 785
a 1064 nm. En esta técnica de caracterizacion la luz se va a dispersar en la muestra por efecto

del campo eléctrico y va a polarizar una molécula, lo que dard como resultado un momento
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dipolar inducido en la molécula. La polarizabilidad es la deformabilidad de la nube electronica
sobre la molécula por efecto de un campo eléctrico. Resultado del momento dipolar inducido,
causado por la polarizacion de la molécula, se pueden generar diferentes sefales que van a ser
captadas por el detector del equipo. Estas senales, dependen del tipo de frecuencia de salida de
la muestra. Si la longitud de onda y la frecuencia de salida de la luz emitida por la muestra es la
misma que la incidente, entonces el proceso no pierde energia dispersada elasticamente, caso
contrario cuando la longitud de onda y la frecuencia de salida de la luz emitida por la muestra es
diferente que la incidente, entonces el proceso pierde energia dispersada ineldsticamente. La
sefal correspondiente donde no hay pérdida de energia se le conoce como Rayleigh, mientras
que a la sefial correspondiente donde si hay pérdida de energia se le conoce como Raman. Las
seflales Raman se pueden clasificar en dos tipos Stokes y Anti-Stokes, donde la primera se
produce cuando la frecuencia de salida es menor que la de entrada, mientras que la segunda se
produce cuando la frecuencia de salida es mayor que la de entrada (Larkin, 2011; Solis et al.,

2015).

Una desventaja de esta técnica de caracterizacion es que las sefiales Raman son débiles, sin
embargo, una manera de poder amplificar estas sefiales es mediante el empleo de la técnica
conocida como SERS (Surface enhanced Raman spectroscopy, por sus siglas en inglés). La
mejora se debe a la amplificacion de la luz mediante la excitacion del Plasmon de resonancia
superficial. Esta concentracion de luz se produce preferentemente en los huecos, grietas o
caracteristicas afiladas de los materiales plasmonicos, que tradicionalmente son metales nobles
(por ejemplo, plata, oro y cobre) con caracteristicas a nanoescala. Gracias a estos materiales

metalicos con dimensiones nanométricas es posible la amplificacion de las sefiales Raman,
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proporcionando informacion que es caracteristica del material que se esté utilizando. (Sharma,

Frontiera, Henry, Ringe, & Duyne, 2012)

Los instrumentos para la espectroscopia Raman moderna constan de una fuente laser, un sistema
para iluminar la muestra y un espectrometro apropiado, como se ilustra en la figura 12. Sin
embargo, las caracteristicas de funcionamiento de estos componentes son mas rigurosos que para
los espectrémetros moleculares que ya se describieron debido a la inherente debilidad de la sefial
de difusion de Raman comparada con la sefial producida por la difusion de Rayleigh. En la figura
11 se puede observar un diagrama de bloques con los componentes de un espectrometro Raman
donde la radiacion de rayo laser se dirige hacia la celda de la muestra. La difusion Raman se
mide por lo regular en angulos rectos para evitar ver la fuente de radiacion. Un selector de
longitud de onda aisla la region del espectro deseada. El transductor convierte la sefial Raman
en una sefial eléctrica proporcional que es procesada mediante el sistema de datos de la

computadora.(Skoog et al., 2008)

Celda de
la muestra Selector
elector
D de longitud T?“:f%‘.'j‘ T_‘_‘(‘: -;le >
de onda da raciacior .
Sistema
de datos
dela
computadora
Fuente del
rayo ldser

Figura 11. Diagrama de bloques de un espectrometro Raman (Skoog et al., 2008).
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1.1.16 Espectroscopia de fluorescencia

Esta técnica de caracterizacion aborda en su mayoria la zona del espectro ultravioleta (UV) y
visible. Cuando una onda con una longitud caracteristica del espectro UV o del visible interactia
con un electron en estado fundamental, este puede ser excitado y cambiar a un nivel de energia

mayor, provocando emision de luz de menor energia.

La fluorescencia es un tipo de luminiscencia que depende del estado excitado. En la
fluorescencia se va a emitir un fotoén a causa de una transicion de un electron que se encuentra
en un estado excitado de mayor energia a un estado base de menor energia, siempre y cuando
previo a esta transicion, el spin del electron excitado sea contrario al spin del electron del estado
base, es decir que el electron excitado se encuentre en un estado sencillo excitado (Figura 12).
Este hecho se va a traducir en una tasas de emision de fluorescencia de 10 s~ !, por lo que una
vida 1til de fluorescencia tipica es de aproximadamente 10 ns (10x10~° s). La fluorescencia se

produce tipicamente a partir de moléculas aromaticas.(McPhie, 2000; Roger & Weiss, 2001)

Estado sencillo Estado sencillo Estado
fundamental excitado excitado triple
a) b) <)

Figura 12. Estados electronicos del espin de moléculas. En a) se ilustra el estado electronico
fundamental, donde los espines siempre estan emparejados, por lo que se dice que el estado es
sencillo. En b) y ¢) se muestran los estados electronicos excitados. b) Si los espines siguen
formando pareja en el estado excitado, la molécula esta en un estado excitado sencillo. ¢) Si los
espines ya no estan emparejados, la molécula esta en un estado excitado triple. (Skoog et al.,
2008)
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La intensidad de la fluorescencia puede disminuirse mediante una amplia variedad de procesos.
Estas disminuciones de intensidad se denominan "Quenching”. El quenching puede ocurrir por
diferentes mecanismos. El quenching por colision se produce cuando el fluoréforo en estado
excitado se desactiva al entrar en contacto con alguna otra molécula en solucion, a esta molécula
se le denomina quencher. El fendmeno quenching ocurre en procesos de interaccion por lo que
se pueden hacer estudios para analizar un quenching y comprobar la interaccion entre dos
sistemas (Femenias, 2015; Govindaraju, Ankireddy, Viswanath, Kim, & Yun, 2017).

Los fluor6foros se dividen en dos clases generales: intrinsecos y extrinsecos. Los fluordforos
intrinsecos son aquellos que florecen de manera natural como: los aminoacidos aromaticos,
NADH, clorofila, entre otros. Los fluordforos extrinsecos son aquellos que se agregan a una
muestra que no muestra las propiedades fluorescentes espectrales deseadas, como cloruro de
dansilo, fluoresceina, rodamina y muchas otras sustancias (Roger & Weiss, 2001).

En la actualidad, los experimentos de fluorescencia estdn cambiando para poder analizar
adecuadamente incluir muchas muestras. Dichos experimentos pueden incluir estudios
utilizando microplacas, cada una con 384 o mas pocillos. Dichas mediciones se realizan
tipicamente usando lectores de microplacas. Tal instrumento puede proporcionar rapidamente
mediciones en numerosas muestras. La optica utilizada en los lectores de microplacas es
diferente a la de un instrumento disefiado para usar con una cubeta. Las placas de micropocillos
deben permanecer horizontales, y no es posible usar la observacion en dngulo recto como se
puede usar con una cubeta. La Figura 13 muestra una ruta Optica tipica para lectores de
microplacas. La fuente de luz es una lampara de flash de xen6n, que se esta volviendo mas
comun en los instrumentos de fluorescencia. La longitud de onda de excitacion deseada se
selecciona usando un monocromador. Una caracteristica inica es el espejo con un orificio para

transmitir la excitacion. La fluorescencia, que ocurre en todas las direcciones, se dirige hacia la
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optica del detector por el mismo espejo. Tipicamente, la microplaca se mueve para colocar cada
pocillo en la ruta de observacion mediante una etapa de exploracion x-y. Algunos lectores de
microplacas incluyen un segundo espejo debajo de la microplaca para facilitar ensayos basados
en células o mediciones de absorcion. Los lectores de microplacas se usan tipicamente para
mediciones de intensidad en una gran cantidad de muestras. Los lectores de microplacas estan
disponibles para la investigacion de espectrofluordmetros que permiten la recoleccion de

espectros, anisotropias y vidas (Lakowicz, 2010).

Monocromador de Monocromador de
excitacion emision
Rejilla Rejilla de Detector
de Fibra dptica escaneo de PMT
escaneo de 1 mm emision

\ %
_ \\

Fibra
optica de
4 mm

Lampara flash 2 Microplaca

Figura 13. Arreglo 6ptico para un lector de microplaca para fluorescencia.

1.1.17 Difraccion de rayos X

La difraccion de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés) es una técnica que permite conocer la
estructura cristalina de un material. Esta técnica se fundamenta en la difraccion de radiacion
electromagnética que comprende la zona de rayos X del espectro electromagnético al interactuar
con un material cristalino, dando lugar a un patron de difraccion caracteristico. Cuando las ondas

que son dispersadas por el material interaccionan entre ellas de manera constructiva,
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proporcionan informacion de los planos cristalinos del material (Aparicio, 2010). Este fendémeno

cumple con la ley de Bragg que se representa por la siguiente expresion:

nA = 2dsen(0) (1)
Donde n es un numero entero, 6 es angulo de difraccion de los planos cristalinos, A es la
longitud de onda de rayos x y d es distancia de los planos cristalinos.
Una vez obtenido el patron de difraccion del material es posible conocer el arreglo cristalino e
identificar el material que se estd estudiando. (Kumari et al., 2016) En el caso de tener una
muestra de nanoparticulas a partir de su patron de difraccion, se puede calcular el tamafio del

cristal mediante el uso de la ecuacion de Sherrer, la cual se muestra a continuacion:

kA

Dp - ﬁl/z cosf

2)

Donde D, es el tamafio del cristalito en la direccion evaluada, A es la longitud de onda de la
radiacion de rayos x, 6 es el angulo de difraccion de la reflexion evaluada, k es la constante que

depende de la forma del cristal, en el caso de particulas esféricas se considerak =0.94 y 1 /, €8

el ancho que presenta la reflexion a la mitad de la altura.

Para la técnica de difraccion de rayos X, se utiliza un difractdmetro que tiene un arreglo entre la
fuente de rayos X, la muestra y el detector que se conoce como geometria Bragg-Brentano
(Figura 14), la cual esta construida en torno a un goniémetro de radio fijo. El haz de rayos X
procedente del foco lineal del tubo incide sobre la muestra plana, situada en el eje del gonidometro
y una rendija situada sobre el circulo del gonidmetro re-enfoca el haz de rayos X difractado por
la muestra dirigiéndolo hacia el detector, registrando la intensidad de los rayos X recibida frente

al doble del angulo de Bragg (20).
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Figura 14. Arreglo Bragg-Brantano. El angulo del detector respecto al haz (20) duplica el de la cara
del cristal. En el caso de analisis de absorcion, la fuente es un tubo de rayos X y la muestra se localiza
el haz (Skoog et al., 2008).

1.1.18 Microscopia electronica de transmision

La microscopia electronica de transmision es una técnica de caracterizacion que se ha empleado
en diferentes areas de la ciencia, en la Nanotecnologia es ampliamente utilizado para conocer el

tamafio y la forma de las nanoparticulas.

La obtencion de las imagenes mediante microscopia electronica de transmision es gracias a que
un haz de electrones que es acelerado a través de un sistema sometido a vdacio, donde interviene
un arreglo 6ptico compuesto por diferentes lentes magnéticas las cuales permiten direccionar a
los electrones hacia el espécimen, obteniendo una imagen de la muestra que se esta estudiando

en una pantalla fluorescente (Tang & Yang, 2017).
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El sistema de lentes esta formado por lentes denominadas por su funcion como: condensadoras,
objetivas, intermedias y proyectoras como se muestra en la Figura 15. Hay dos lentes
condensadoras donde la primera reduce la imagen de la fuente mientras que la segunda lente
obtiene la adecuada intensidad de iluminacion. La lente objetivo forma la primera imagen,
localizada debajo del espécimen. De ésta lente depende, en gran medida la resolucion final. Esta
lente, tiene dos componentes importantes: la apertura fisica (apertura de objetivo), localizada en
el plano focal posterior de la lente, y un corrector de astigmatismo. Los diferentes tamafos de la
apertura de objetivo permiten variar la proporcion de electrones que son detenidos por esta
apertura, lo que modifica el contraste de la imagen. Las lentes intermedia y proyectora son las
encargadas de amplificar la imagen dada por la lente objetivo y proyectarla sobre la pantalla de

observacion.

Fuente de electrones

Lente condensador

e, PAuestra

Lente objetivo

Lente Proyectora

- Imagen sobre una
pantalla fluorescente

Figura 15. Arreglo dptico de los principales componentes del microscopio electronico de transmision.
Adaptado de: Aryal, 2018.
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Los electrones al interaccionar con el material lo pueden hacer de manera elastica y de manera
inelastica. Se le conoce interaccion elastica, cuando los electrones interactiian con la muestra
cambian de direccion sin perder una cantidad apreciable de energia, mientras que la interaccion
inelastica es cuando no hay cambios de direccion y tampoco pérdida de energia. Ambas maneras
en las que el haz de electrones interactia con el material, producen en consecuencia diferentes
sefales dependientes del grosor del material, en el caso de TEM, el material normalmente es
muy delgado por lo que las sefiales obtenidas son a partir de los electrones secundarios, los
electrones difractados, los electrones transmitidos y los electrones no dispersados. A partir de
las sefiales obtenidas, se crea un contraste de amplitud y de fase, donde la primera esta
relacionada con el grosor de la muestra que depende del nlimero atémico. Por otra parte, el
contraste de fase esta relacionado con la diferencia de fase de los electrones dispersados. Gracias

al contraste obtenido es que se puede visualizar la muestra de interés (Tang & Yang, 2017).
1.1.19 Dispersion Dinamica de Luz

La técnica dispersion de luz dindmica, también conocida como espectroscopia de correlacion de
fotones, es una técnica de caracterizacion que permite conocer el didmetro hidrodindmico de las
particulas. El didmetro hidrodindmico, también llamado diametro Stokes-Einstein o didmetro de
Stokes, representa el didmetro de una esfera dura hipotética que tiene el mismo coeficiente de

difusion o viscosidad que la particula bajo estudio (Giannini y compaiiia, 2011).

Esta técnica puede determinar el didmetro hidrodinamico de las particulas cuando a estas se les
hace incidir luz, la cual es dispersada por las particulas que se encuentran dispersas en un medio
liquido y presentan un movimiento browniano. Debido al movimiento browniano, la distancia
entre las particulas (es decir, los centros de dispersion) varia con el tiempo, lo que crea

interferencias constructivas y destructivas en la intensidad de la luz dispersada. Por lo tanto, la
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fluctuacion de la intensidad de la luz dispersada en funcion del tiempo revela informacion sobre
la velocidad de los centros de dispersion. Las particulas mas grandes causaran tasas de
fluctuacion mas pequefias en la luz dispersada, mientras que las particulas mas pequefias y

rapidas resultaran en tasas de fluctuacion mas altas (Bhattacharjee, 2016).

Aunque es util y facil de determinar, este analisis considera el tamafio hidrodinamico, que puede
variar significativamente del verdadero tamafio fisico. La velocidad de una particula bajo el
movimiento browniano cambia no solo con el tamafio fisico y el comportamiento relacionado
con el tamafo (por ejemplo, difusion o viscosidad), sino también con cualquier estructura y
textura de la superficie (topografia, rugosidad, cargas), asi como con la concentracion y el
tamafio de los iones presente en el medio. El didmetro hidrodinamico también cambia con los
cambios en la forma de la particula de una manera que afecta la velocidad de difusion. Los
electrolitos desempefian un papel en la velocidad de difusion de las particulas al alterar la
interaccion electrostatica a través de su doble capa eléctrica conocida como la resistencia electro
viscosa. Ademas, los fenomenos de aglomeracion y fluctuacion pueden afectar la medicion del
tamafo de particula y el efecto resultante depende del tamaio y la cantidad de iones introducidos.
En el caso de las particulas esféricas, si las particulas son més pequefias que la longitud de onda
de la luz utilizada, la luz dispersada por la particula sera principalmente isotropica, lo que
conlleva que ya no se determine un tamafio estimado exacto de las particulas (Pimentel &

Martin-martinez, 2014; Thomas & Kalarikkal, 2017).

La dispersion de luz dindmica es una técnica establecida para medir el tamano promedio y la
distribucion de tamano de las particulas en una suspension con estructuras esféricas o

anisotropicas. Este método analitico tiene la ventaja de ser rapido, no invasivo, sin requisitos de
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calibracion y sensibilidad a las nanoparticulas, pero requiere bajas concentraciones de particulas

(Hackley & Clogston, 2011; Thomas & Kalarikkal, 2017).

Para poder conocer el didmetro hidrodindmico, se utiliza un equipo de dispersion de luz
dindmica, el cual comprende seis principales componentes, que se muestran en la Figura 16.
Primero, un laser, provisto de una fuente de luz para iluminar la muestra contenida en la celda
para concentraciones diluidas, la mayoria del rayo laser pasa a través de la muestra, pero una
parte de la luz es dispersada en todos los angulos por las particulas dentro de la muestra. Se usa
un detector, para medir la luz dispersada. La intensidad de la luz dispersada debe estar dentro de
un intervalo especifico para que el detector la mida exitosamente, si se detecta mucha mayor
cantidad de luz, el detector se saturard. Para superar esto, se usa un atenuador, para reducir la
energia de la fuente de luz laser y disminuir asi la intensidad de la dispersion. Para muestras que
no dispersan mucha luz, tales como particulas muy pequefias o muestras con bajas
concentraciones, se debe incrementar la cantidad de luz dispersada, en cuya situacion el
atenuador permitira el paso de méas luz del laser a través de la muestra. Para muestras que
dispersan mas luz, como las de particulas grandes o muestras a mas altas concentraciones, se
debe disminuir la intensidad de la luz dispersada. La sefial de la luz dispersada proveniente del
detector pasa a un procesador digital de sefial llamado correlacionador. El correlacionador
compara la intensidad de la dispersion en intervalos de tiempos sucesivos para determinar la
velocidad a la cual la intensidad estd variando. La informacion del correlacionador pasa a la

computadora donde el software analiza los datos y determina la informacion de tamaio.
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Figura 16. Arreglo de los componentes para un instrumento de dispersion de luz dindmica. Adaptada
de: Giuduce, 2016.

1.1.20Potencial zeta

El potencial zeta es una técnica que permite evaluar la carga superficial de las nanoparticulas.
Las nanoparticulas cargadas en una solucion i6nica llevan una doble capa eléctrica que
comprende una capa de iones con carga opuesta fuertemente unida a la superficie de la particula
(capa de Stern o capa estacionaria) y una segunda capa de iones ligeramente asociados que
comprenden la capa difusa externa. El movimiento de la nanoparticula conduce a una diferencia
distinta entre los iones en la capa difusa que se mueve junto con ella y los iones asociados con
la fase de dispersante en masa. El potencial electrostatico en este limite depende de la carga

superficial de la nanoparticula y se conoce como potencial zeta (Figura 17 ) (Bhattacharjee,

2016).
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Figura 17. Diagrama que ilustra el potencial de superficie, el potencial de stern y el potencial zeta
en funcion de la distancia de una particula cargada negativamente en un medio de dispersion. Tomada
de: Acniti, 2019.

Las dimensiones positivas o negativas del potencial zeta se determinan identificando a qué
electrodo se estan moviendo las particulas durante la electroforesis. Una amplia variedad de
factores (el pH, grupos ligandos, etc) puede cambiar el potencial zeta de positivo a negativo o

viceversa (J., 1988; Mourdikoudis & Pallares, 2018).

Uno de los usos mas comunes de los datos obtenidos mediante potencial zeta es relacionarlo con
la estabilidad coloidal. Las pautas que clasifican las dispersiones de nanoparticulas son en base
a los valores del potencial zeta que pueden ubicarse de = 0-10 mV, = 10-20 mV y + 20-30 mV
y > £ 30 mV, dichos valores se refieren a altamente inestables, relativamente estables,
moderadamente estables y altamente estables, respectivamente. Desafortunadamente, la realidad
es mas compleja que eso. Aunque el potencial zeta proporciona indicaciones sobre la estabilidad

coloidal, no refleja la imagen completa de la estabilidad en si. Segun la teoria coloidal DLVO
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(llamada asi por los inventores Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek), la estabilidad del
coloide depende de la suma de las fuerzas atractivas de Van der Waals y de las fuerzas repulsivas
electrostaticas debidas a la doble capa electrostatica. Las fuerzas de repulsion electrostatica no
proporcionan ninguna informacion sobre las fuerzas atractivas de van der Waals. Por lo tanto,
no es inusual encontrar coloides estables con un potencial zeta bajo o viceversa (“Charge and

Potential Distribution at Interfaces,” 1973).
1.1.21Ensayo de ninhidrina

El ensayo de ninhidrina es una técnica colorimétrica muy utilizada en el area de la biotecnologia
para calcular la concentracion de proteinas en una muestra de interés. Una de las ventajas del
ensayo de ninhidrina es ser una de las técnicas mds sensible para cuantificar concentraciones

muy bajas de aminoacidos.

La ninhidrina reacciona con los aminoacidos formando CO>, NH3 y aldehido. Esta reaccion
produce un cromoforo de ninhidrina color azul-pirpura conocido como “Purpura de Ruhemann™
(Figura 18), dando lugar a espectros de absorbancia, con méximo a 570nm generalmente. La
intensidad del color formado depende del numero y la naturaleza quimica de los grupos amino
que se analizan. La reaccion se lleva a cabo con grupos amino libres, dando lugar a una reaccion
que genera productos de color violeta con aminas primarias, o amarillo, en el caso de la prolina,
cuya amina secundaria genera un producto de un maximo espectral a los 440 nm. (Perrett, D and

Nayuni, 2014; Regional, 2004)

/O o) o\
oH = = + R-CHO
+ R—CH,—cooH — || M . CO
| - - 2
ll\:'k OH NH 5 JII' + 3H20
(] = s}
Ninhidrina Parpura de Ruhemann

Figura 18. Reaccion de ninhidrina Adaptada de: Damodaran, 2016.
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2 Planteamiento del problema.

Los carbohidratos, una de las cuatro clases de biomoléculas fundamentales, junto a los acidos
nucleicos, proteinas y lipidos, forman parte importante de los componentes de los seres vivos.
Actualmente, mucho se conoce sobre la estructura, las interacciones y las funciones de los acidos
nucleicos y las proteinas. Sin embargo, el papel de los carbohidratos es aun poco claro y la
importancia que recae en estas biomoléculas es su rol como primera linea de contacto con otros
agentes externos (Docter et al., 2015; Kumari et al., 2016). Frecuentemente, los carbohidratos
actian como ligandos de receptores de superficie celular. Una de las interacciones mas
importantes entre las diferentes biomoléculas es la de carbohidrato-proteina, que ocurren en la
superficie celular, como en infecciones bacterianas y virales, en procesos de metastasis de cancer
y durante la respuesta inmune (Hong, Kwon, Kim, & Yang, 2015a; Lee, 2017). Hoy en dia, hay
un creciente entusiasmo por desarrollar técnicas que exploten las interacciones entre hidratos de
carbono y otras biomoléculas, como las proteinas, con el fin de contribuir al desarrollo de nuevos
métodos de diagnostico y medicamentos. A este respecto, una clase de proteinas utilizada con
suma frecuencia es la de las lectinas, las cuales son proteinas que unen azicares de un tipo
determinado. Debido a su interaccion de alta afinidad, las lectinas se han utilizado como
herramientas para purificacion de carbohidratos, y para rastreo de azicares en células y tejidos,
entre otros (Casals et al., 2010). Por otra parte, el estudio de este tipo de proteinas también ha
causado interés, debido a que diferentes organismos multicelulares han evolucionado de tal

forma que son capaces de censar la presencia de microbios, a través de lectinas (Lee, 2017).
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Una manera de explotar dicho reconocimiento es a través de nanoestructuras biomiméticas. En
este trabajo se plantea el reconocimiento de manosa, un aziicar muy comun en la superficie
celular de bacterias y hongos, a partir de nanoparticulas de oro con una lectina, la Con-A, que

tiene afinidad por reconocer a este azacar (Figura 19).

e
qt
*“:;
M
U
%

‘. Reconocimiento
C:" riff ea iGN dE
_M azucar
InCubacion
‘. *‘* Bemocidn de 44'
8 Corong ,mm
h [t

e ‘9 ¢ 1

“ e

AuMP decoradas 3 ‘%\‘

ton Con-A. - . 4

F:{\‘ W i

T,

\{.‘-{\

pH=7.7 pH=55

Figura 19. En el diagrama se presenta la propuesta del reconocimiento de un aziicar modelo, mediante el uso
de nanoparticulas de oro decoradas con Con-A. Las posibles diferencias que resultan de cambios estructurales
de la Con-A a distintos pHs (5 Y 7) se encuentran esquematizadas.

3 Hipotesis.
e FEl uso de nanoparticulas de oro funcionalizadas con Con-A (AuNPs-Con-A),
permitira reconocer a la manosa.

e Ladeteccion de la manosa mediante el empleo de una corona de Con-A en AuNPs,
se podra realizar mediante espectroscopia Raman (SERS).
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4 Objetivos.
4.1.1 Objetivo general

Preparar nanoparticulas de oro (AuNPs) decoradas con Concanavalina A (Con-A)
y determinar su capacidad de reconocimiento del a-metil D-manoésido (MeMan),
como una molécula modelo para evaluar su potencial en la deteccion de
glicoconjugados.

4.1.2 Objetivos particulares

II.
III.

IV.

Realizar sintesis de AuNPs mediante el método de Turkevich.

Funcionalizar las AuNPs con Con-A.

Exponer en un mismo medio, las estructuras AuNPs-ConA con MeMan para su
reconocimiento.

Evaluar las estructuras resultantes AuNPs-ConA en funcion al cambio de pH de 7
as.

Realizar las siguientes caracterizaciones para evaluar la calidad y el cambio de las
diferentes nanoestructuras:

Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis).

Difraccion de rayos X (DRX, por sus siglas en inglés).

Dispersion de luz dinamica. (DLS, por sus siglas en inglés)

Potencial zeta.

Espectroscopia de transmision de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR,
por sus siglas en inglés)

Espectroscopia Raman.

Espectroscopia de fluorescencia.

Microscopia electronica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés).

Cuantificacion de proteina por el ensayo de ninhidrina.
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5 Metodologia

5.1 Disefio experimental

La estrategia desarrollada consistié en sintetizar nanoparticulas de oro y funcionalizarlas con
Con-A, lectina de reconocimiento de azucares. La estabilidad del conjugado fue analizada a
distintos valores de pHs y, finalmente, la funcion de la corona proteica sobre la superficie de las
NPs fue explorada mediante ensayos de unidon al azicar o-metilmandsido. En el siguiente

diagrama se representa la estrategia seguida.

. Especiroscopia ultravioleta-visible

Microscopia electronica de transmision
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L]
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Figura 20. Diagrama experimental del proyecto.
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5.2 Materiales y métodos
5.2.1 Compuestos quimicos

El Acido cloroaurico (HAuCls - 3H>0), el Citrato de sodio > 99% (CsHsNa3;O7 - 2H20), el
cloruro de sodio (NaCl), el Fosfato de potasio (KH2POs), el Acetato de wuranilo
(UO,(CH,C00),-2H,0), el Con-A (nimero CAS 11028-71-0), el Acido clorhidrico (HC1 37%

puro), el Ninhidrina (CoH¢O4), el a-Metil D-Mandsido (C12H140Og), el Cloruro de estafio (SnCl,
- 2H,0), el Acido citrico (CsHsO7) y el 2- Metoxietanol (C3HsOz), el Hidroxido de sodio
(NaOH). Todos los compuestos mencionados anteriormente se compraron de Sigma-Aldrich. El

Cloruro de potasio (KCL), el Fosfato de sodio (NaxHPO4) se adquirieron en J.T. Baker.

5.2.2 Sintesis de nanoparticulas de oro por el método de Turkevich

Se sintetizaron 15 ml de nanoparticulas de oro por el método de Turkevich para obtener una
concentracion de oro de 0.5 mM. Primero, en un vial de vidrio se dispuso un volumen de 4.25
ml de 4cido clorodurico monohidratado a 0.25 mM, después el sistema se lleva a punto de
ebullicion elevando la temperatura a = 95°C y manteniendo el sistema en agitacion constante
con un agitador. Una vez alcanzado el punto de ebullicion se agregd 750ul de citrato de sodio al
1%, y pasados 10 min aproximadamente en agitacion constante y a temperatura de 95°C, el
sistema cambia de color a rojo tinto. Posteriormente, el vial de vidrio se retira y se deja enfriar.
La Figura 21 muestra el arreglo experimental usado para la sintesis de nanoparticulas de oro.
Se aftadio 1ml de
solucion de citrato al

1% y se agito durante
15 min.
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Figura 21. Diagrama de sintesis de nanoparticulas de oro por el método de Turkevich.
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5.2.3 Funcionalizacion de nanoparticulas de oro con Con-A

Preparacion del PBS 1X
En un vaso de precipitados, se adicionaron 8 g de NaCl, 200 mg de KCI, 1.44 g de Na,HPOs,
240 mg de KH>POs, se ajusto el pH = 7.4, se agitd hasta disolucion y se afor6 con agua destilada.

Para la funcionalizacién primero se tomaron 250 ul de AuNP [0.5mM] y se llevaron a 1ml con
agua destilada, se centrifugd durante 30 min a temperatura ambiente y al finalizar se les retir6 el
sobrenadante con el fin de remover residuos del citrato provenientes de la sintesis de las
nanoparticulas de oro. Posteriormente, se le agregd 357 ul del stock de Con-A [1mg/ml] y para
finalizar se llevo a un volumen final de 5 ml con PBS 1X. Se homogeniz6 suavemente y después
se incub6 durante 48hrs. La relacion final peso-peso en mol de la nanoparticula de oro y la

proteina es de 1:10.
5.2.4  Remocion de excedente de proteina en los lotes de AuNP-ConA

Para remover el excedente de proteina se tomo una alicuota de 3 ml del medio de reaccion y se
centrifugé a 13,000 rpm durante 1 h a 4°C y posteriormente se toma una alicuota de 1 ml de cada
lote y se cambi6 el pH de 7.7 a un pH 4cido por debajo de 6 ya que la estructura de la proteina
cambia de tetrdmero a dimero a ese pH. Para ello se afiade gota a gota HCI 1 M hasta alcanzar
un pH de 5. A esta nueva estructura, a pH 7, le llamamos complejo ConA-AuNP a pH 7 y la
obtenida a pH 5 se le llamo6 complejo ConA-AuNP a pH 5.

5.2.5  Reconocimiento de a-metil D-manosido (MeMan)

Preparacion de MeMan 1M
En un vaso de precipitado se disolvieron 0.9709 g de MeMan en 5 mL de agua desionizada y se

agitaron hasta disolucion.

Para el reconocimiento del MeMan, se mezclaron en tubos Eppendorf 200 ul de las muestras
funcionalizadas de ConA-AuNP y se le anadieron 200 ul de MeMan 1M; posteriormente, los
tubos se incubaron a una temperatura de 4°C durante 24 hrs. A las estructuras resultantes se les

llamo6 complejo ConA-AuNP a pH 5 — MeMan y complejo ConA-AuNP a pH 7— MeMan.
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5.2.6 Caracterizacion de nanoparticulas
5.2.6.1 Espectroscopia UV-Vis

Los espectros de absorcion UV-Vis se obtuvieron en un espectrofotémetro Thermo Scientific™
GENESYS 10S usando celdas de cuarzo de 1 cm de longitud. Se anadieron 2 ml de muestra en

la celda de cuarzo y se midio6 su absorcion en un rango de 200 a 800 nm

5.2.6.2 Caracterizacion mediante microscopia electronica de transmision (TEM)

En rejillas de cobre con pelicula de carbono (modelo, marca) se depositaron 4 pl de muestra y
se dejaron secar a vacio. Posteriormente se realiz6 una tincion negativa con acetato de uranilo al
2% para visualizar su morfologia, tamafio y el acomodo de la proteina alrededor de la

nanoparticula, en el microscopio electronico de transmision JEM-1010 (JEOL Co., Peabody).

5.2.6.3 Analisis por fluorescencia

Se prepard una curva estdndar de Con-A de 50, 100, 200, 300, 400, 500, 700, 750 y 1000 pg/ul.
Para el estudio de la intensidad de fluorescencia de las muestras: complejo ConA-AuNP apH 5y
complejo ConA-AuNP a pH 7, se tomaron diferentes volimenes de cada una de las muestras y se
analizaron la variacion intensidad de fluorescencia en funcidon del cambio de volumen de la
muestra. Los volumenes que se tomaron de la muestra complejo ConA-AuNP, son los siguientes:
5,15,20,30,40,50,75, y 100 pl. Para los complejos a pH 5 y a pH 7 se tomaron los siguientes
volumenes 5, 10, 20, 30 y 50 ul. El andlisis se llevo a cabo en una Microplaca de 384 pocillos
Corning™ (Thermo Scientific). Las muestras se excitaron a 280nm. El analisis fue llevado a

cabo en el equipo Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific).

5.2.6.4 Caracterizacion mediante espectroscopia Raman
Para la caracterizacion por Raman, se depositaron 5Sul de cada muestra en portamuestras de

vidrio recubierto con papel aluminio liso y posteriormente se secaron a vacio para su analisis en
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el espectroscopio dispersivo Senterra II (Bruker, Optik GMBH), con una fuente laser de 785 nm,

auna potencia de 100 mW; el tiempo de integracion fue de 1 segundo y el nimero de repeticiones

fue de 10.

5.2.6.5 Caracterizacion mediante espectroscopia Infrarroja

Para la preparacion de la muestra se depositaron 5 pl en portamuestras de vidrio recubiertas con
papel aluminio liso y posteriormente se secaron a vacio y se analizaron en el espectrofotometro
Frontier MIR/FIR (PerkinElmer) por la técnica de ATR (Attenuated Total Reflection, por sus
siglas en ingles).

5.2.6.6 Cuantificacion de proteinas por el método de ninhidrina

Para cuantificar la cantidad de proteina (Con-A) adherida a las AuNPs, se utiliz6 el método de
la ninhidrina. Primero se coloco 1 ml de Con-A a [1mg/ml] en tubos de ensayo de 13 x 100 con
tapon de rosca, se afiadio 0.2 ml de HCI 6N preparado previamente (diluir 1 ml de HCl al 37 %
(12.1 N) en 1 ml de agua) y la mezcla fue incubada en horno a 110°C durante 16 horas. Pasado
el tiempo de hidrolisis, se evapord el medio de reaccion bajo corriente de nitrégeno y
posteriormente se neutralizd el medio con una solucion de NaOH 6 N preparada previamente

(1.2 g de NaOH en 5 ml de agua); finalmente, se adiciond1 ml de agua destilada.

Para la cuantificacion, se preparé una curva estandar de Con-A en tubos eppendorf con las
siguientes concentraciones: 0, 0.5, 0.1,0.2 y 0.3 pg/ul. Posteriormente se depositaron 100 pl de
cada punto de la curva y de las muestras a analizar (complejo ConA-AuNP, complejo ConA-
AuNP a pH 5 y complejo ConA-AuNP a pH 7) en una microplaca de 96 pocillos. Después se le
adicionaron 100 pl de reactivo de ninhidrina a cada muestra y se homogenizaron. La microplaca

se colocd en baiio de agua a temperatura de ebullicion durante 5 min.
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Pasado el tiempo de reaccion, se retir6d la microplaca del bafio de agua y se dejo enfriar 5 min a
temperatura ambiente; posteriormente, se midio la absorbancia a 570 nm de la curva estandar de

Con-A y las muestras problema, en el equipo Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific).

5.2.6.7 Caracterizacion mediante Dispersion de luz dinamica (DLS) y Potencial Z
Para determinar el radio hidrodinamico de las nanoparticulas se realiz6 un anélisis de dispersion
de luz dinamica utilizando un equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical), utilizando una

celda capilar plegada. En el mismo equipo se realizaron mediciones del potencial zeta.

5.2.6.8 Caracterizacion mediante Difraccion de rayos X (XRD)
Para conocer el tamafo de cristalito de las nanoparticulas de oro din la corona de proteinas, se
realizo la caracterizacion mediante difraccion de rayos X utilizando radiacion CuKa (A =

0.15406 nm) en un difractémetro Ultima IV (RigaKu).

6 Resultados

6.1 Sintesis de AuNPs por el método de Turkevich
6.1.1 Espectroscopia UV-Vis

Se realizd una sintesis de AuNP siguiendo la metodologia de Turkevich, en el que se obtienen
nanoparticulas de tamafio homogéneo de entre 15 a 20 nm utilizando como precursor al acido
cloroaurico monohidratado a 0.25 mM, mientras que como agente reductor y estabilizante se

utilizo citrato de sodio al 1%, el cual es una molécula biocompatible.

Se caracterizaron las nanoparticulas de oro previamente sintetizadas mediante espectroscopia
UV-Vis, con el fin de estimar de manera general el tamafio aproximado, forma y estabilidad, y

con ello conocer la calidad de la sintesis de las nanoparticulas de una manera rapida y sencilla.
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En la Figura 22, se puede observar que el Plasmon de superficie esta claramente bien definido,
con un solo méximo a 518 nm, correspondiente a tamafios entre 15 a 20 nm y con una morfologia

esférica de acuerdo con la sintesis por el método de Turkevich (Turkevich, 1951).
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Figura 22. Plasmon de resonancia superficial de AuNP.

6.1.2 Difraccion de Rayos X

Con la finalidad de conocer la cristalinidad de las nanoparticulas de oro, se utilizé la técnica de
difraccion de rayos X, obteniendo el patron de difraccion mostrado en la Figura 23. Los
nanocristales de oro exhibieron cuatro picos distintos donde: 20 = 38.2°, 44.3°, 64.6° y 77.6°,
que correspondieron a las siguientes reflexiones estandar de Bragg (111), (200), (220) y (311)
respectivamente, los cuales corresponden a una estructura con arreglo cristalino ciibico centrado

en las caras (FCC).
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6.1.3
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Figura 23. Patron de difraccion de la AuNP.

Este patron de difraccion coinciden tipicamente a nanocristales puros de oro, concordando

también con la base de datos JCPDS con niimero 040784 (Aparicio, 2010).

Espectroscopia FTIR

En el caso en las nanoparticulas de oro los grupos que pudieran presentar un momento dipolar
al interactuar con radiacion de origen infrarrojo son los grupos provenientes del reductor, ya que
se ha visto reportado en la literatura que el citrato se puede oxidar rapidamente a acido
acetonodicarboxilico (DCA) o se puede descomponer completamente en CO> y H2O,

generandose varios electrones libres para realizar la reduccion de Au’* a Au'. El 4cido
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acetonodicarboxilico presenta grupos funcionales carboxilo (—COOH), los cuales son posibles

de observar mediante espectroscopia FTIR (Figura 24) (Smirnov, 2017).

IHP OHP
Diffuse layer

Ovwerall {-potential <0
due to surrounding citrate Legend: ‘ Water dipole

&P Citrate
o Cation

Figura 24. Representacion espectro quimica de una estructura probable de AuNP estabilizado
con citrato con un nucleo de carga positiva. Las moléculas de citrato y / 0 DCA de carga doble o
triple fuertemente adsorbidas en la superficie de nanoparticulas de oro compensan una carga
positiva debido a Au y, por tanto, la carga aparente de la nanoparticula se presenta como negativa
(Smirnov, 2017).

El espectro obtenido por FTIR de las nanoparticulas de oro, que se observa en la Figura 25,
muestra bandas ubicadas a 1599.65, 1393.07 y 1073.66 cm™' donde las primeras dos estan
asociadas con tensiones de enlaces dobles C = O, mientras que la tercera banda de tension
corresponde a enlaces CH> (Lou, 2012). La afluencia de estas bandas resalta la presencia de
residuos provenientes del citrato como lo son grupos carboxilo (—COOH), que se sabe quedan
adsorbidos en la superficie de la nanoparticula de oro después de la sintesis (Figura 21)

(Whuithschick et al., 2015).
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Figura 25. Espectro de FTIR correspondiente a AuNP.

6.1.4 Microscopia electronica de transmision

La obtencioén de imagenes mediante TEM de nanoparticulas de oro sintetizadas por el método
de Turkevich se muestran en la Figura 26, donde se puede observar que su morfologia es esférica,
con un diametro promedio de 18.6 nm (Figura 27). Para la obtencion del didmetro de las
nanoparticulas se realiz6 un conteo con el software Imagel del area de 270 NP en base a la
imagen (a). A partir del area se obtuvo el didmetro de las 270 NP, y los resultados se muestran

en el histograma de la Figura 27.
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Figura 26. Imagenes de TEM mostrando nanoparticulas de oro sintetizadas por el método de
Turkevich.
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Figura 27. Histograma de distribucion de tamafios de las nanoparticulas de oro sintetizadas por el
método de Turkevich.

A partir de las imagenes obtenidas por TEM se logr6 hacer un calculo aproximado del didmetro

de las nanoparticulas de oro.
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6.1.5 Dispersion de luz dinamica

Con el fin de complementar los resultados obtenidos en TEM, se realizd un analisis por
dispersion de luz dinamica, ya que con esta técnica es posible conocer el diametro hidrodindmico
de las nanoparticulas de oro, dicho diametro contempla a las moléculas que se adsorben en la
superficie de las nanoparticulas, por lo que generalmente es mayor que el observado mediante
TEM.

Para este caso, los valores obtenidos del didmetro hidrodindmico se muestran en la Figura 28,
donde se observa que hay tamafos mayores a 10 nm y menores a 60 nm, siendo el tamafio
promedio de 28.25 nm. Dichos valores son mayores comparados con los valores obtenidos por
TEM, ya que como se menciono anteriormente, el didmetro hidrodindmico contempla a las
moléculas adsorbidas en la superficie de la nanoparticula y las moléculas presentes en el medio
en el que se encuentran suspendidas. Complementando con los resultados obtenidos por FTIR,
se sabe que parte de la contribucion al didmetro hidrodindmico est4d dado por la presencia de
grupos carboxilos, provenientes de la sintesis hecho que explica el aumento de tamafio del

didmetro si se compara con el obtenido por TEM.

 2825t120m
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Figura 28. Distribucion de tamafio hidrodinamico de las AuNP sintetizadas.
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6.1.6 Potencial zeta

Para el caso de las nanoparticulas de oro, conforme a lo obtenido en FTIR y a los reportes
encontrados en la literatura, se sabe que al haber presencia de grupos carboxilo que se encuentran
interaccionando con la superficie de las nanoparticulas, estos grupos le proporcionan una

estabilidad por aniones asociada con un potencial de al menos - 30 mV (W. Wang et al., 2016).

Como se muestra en la Figura 29 el resultado al evaluar la carga superficial de las AuNP
mediante la técnica de potencial zeta arrojé un valor promedio de -40 mV, indicando la
estabilidad de la dispersion por cargas, en su mayoria anidnicas, corroborando los resultados

obtenidos por UV-VIS, TEM Y DLS.

2500007 < - - - R R
40 mV+ 1.2 ' '
200000 ' S R '
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Figura 29. Carga superficial de las AuNP obtenidas por la técnica de potencial zeta.

Hasta este momento, y por medio de las técnicas de caracterizacion mencionadas anteriormente,
se comprobd que la poblacion de nanoparticulas de oro obtenidas, empleando el método de
Turkevich, tenian un Plasmén ubicado a 518 nm lo que sugiere una morfologia esférica que mas
tarde se comprob6 por TEM, técnica con la cual se pudo calcular el diametro del ntcleo de 18.6

nm. Asimismo, se mostrd que su didmetro hidrodindmico era mayor, con un valor de 28.9 nm,
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atribuyéndose este aumento a la presencia de grupos carboxilo, provenientes del método de
sintesis y visualizados por espectroscopia FTIR. Cabe mencionar que dichos grupos anidnicos
estabilizan a la nanoparticula de oro, como lo indica el potencial zeta de la muestra, con un valor
negativo mayor que -30 mV. Todos estos datos demuestran la obtencion de nanoparticulas

estables.

6.2  Caracteristicas de la Con-A

A la par de la caracterizacion de las AuNP desnudas, también se exploro el analisis de diferentes
caracteristicas de la Con-A, mediante técnicas de caracterizacion como UV-Vis, FTIR,
Fluorescencia y potencial zeta, con el fin de tener mayor informacién que permitira analizar de
mejor manera el complejo ConA-AuNP y sus cambio posteriores al proceso de lavado en distinto
pH, o al reconocimiento del a-metil D-manoésido. En este sentido, a continuacion se muestran
los resultados obtenidos de las diferentes caracterizaciones ya mencionadas para el analisis de la

Con-A.

6.2.1 Espectroscopia UV-Vis

Una de las ventajas de la caracterizacion por espectroscopia UV-Vis es que permite conocer la
concentracion de proteina que hay en una solucién a partir de la banda de absorbancia de las
proteinas en la muestra. En el caso del estudio de la formacion de una corona de proteinas
alrededor de las nanoparticulas, va a reflejar cambios en el espectro de absorbancia obtenido por
espectroscopia UV-Vis, como corrimiento de la banda hacia el infrarrojo o su disminucién en
absorbancia. Sin embargo, es necesario utilizar otros métodos de caracterizacion como
complemento, con el fin de estudiar la interaccion entre la proteina y la nanoparticula. En este

sentido, el estudio de la banda de absorcion de la Con-A se utiliz6 como referente para el estudio
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del cambio del Plasmoén de las nanoparticulas al interactuar con la Con-A (Antosiewicz &
Shugar, 2016; Schmid & Beer, 2001). En el caso de las proteinas, estas pueden presentar
absorcion UV en el rango de 180 a 230 nm, que se debe casi en su totalidad a las transiciones =«
— 1 * de los grupos benceno en las cadenas R de triptéfano, tirosina y fenilalanina, y también
pueden presentarse débiles contribuciones de los enlaces disulfuro cerca de 260 nm (Antosiewicz

& Shugar, 2016)

En la Figura 30 se puede observar la banda de absorbancia de la Con-A con un maximo a 280

nm.
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Figura 30. Banda de absorbancia de la concanavalina A.

6.2.2 Espectroscopia FTIR

Para el caso del estudio de proteina, la espectroscopia infrarroja se ha convertido en una
herramienta valiosa para el estudio de su estructura, su plegamiento, y su interaccién con otros

moléculas. Las bandas caracteristicas que se pueden identificar en un espectro infrarrojo son
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principalmente amida I, amida II y amida III. La amida I proviene de vibraciones de estiramiento
del enlace C = O, la amida II proviene de vibraciones de flexion del enlace N-H y la Amida III
proviene de la combinacion en fase de flexion en el plano N-H y vibraciones de estiramiento C-
N, y ademads son bandas altamente sensibles al plegamiento de la estructura secundaria (Cai &

Singh, 2004).

La Con-A se caracterizé mediante espectroscopia FTIR con el fin de conocer la ubicacion de las
bandas pertenecientes a esta proteina y facilitar el estudio de la funcionalizacion de las AuNP

con Con-A.

En la Figura 31, se observan las bandas de transmision resultantes de la Con-A mediante
espectroscopia infrarroja. En el espectro se logran observar con claridad la presencia de grupos
amida, localizaindose la banda de Amida I a 1638 c¢cm !, proveniente de vibraciones de
estiramiento del enlace C = O de las amidas de este tipo presentes en la proteina, y la banda de
Amida IT a 1533 cm!, proveniente de vibraciones de flexion del enlace N-H también presentes
en los aminoacidos que constituyen la Con-A; por otra parte se observan grupos de aminas del
lado de la huella digital a los 1232 cm™ y una tensién NH del lado del infrarrojo cercano a los
3280.9 cm!. Se observaron grupos CH correspondientes a cadenas alifaticas de algunos

aminoacidos que conforman la Con-A (Novak, 2017).
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Figura 31. Bandas de transmitancia de la concanavalina A.

6.2.3 Espectroscopia de fluorescencia

La fluorescencia de una proteina al interactuar con una nanoparticula cambia, y estos cambios
se pueden ver reflejados por una disminucion en la intensidad de fluorescencia o quenching
(Lakowicz, 2010) por ello en este proyecto se realizd un andlisis de fluorescencia a diferentes
concentraciones de proteina, con el fin de conocer la absorcion caracteristica de la proteina, y a
su vez evaluar la relacion entre la concentracion y la intensidad fluorescente. En la Figura 32 se
observan los resultados obtenidos de la absorbancia que cada muestra presenta a concentracion

diferente, pudiendo visualizarse que a medida que la concentracion aumenta la fluorescencia
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también lo hace, es decir que la concentracion es directamente proporcional a la intensidad

fluorescente. (Lakowicz, 2010; Rao, Atreyi, & Rajeswari, 1984)
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Figura 32. Curva de fluorescencia de la ConA en concentraciones de hasta 500 hasta
1000 ug/ul.

6.2.4 Potencial zeta

El potencial estd determinado por la naturaleza de la superficie y por las caracteristicas de la
solucién circundante, incluido su pH y su fuerza idnica, por lo que los cambios que sufran las
cargas ubicadas en la superficie de la nanoparticula serdn resultado de su interaccion con la
proteina, y estos cambios se veran reflejados en el cambio del potencial zeta. En este sentido al
tener fuerzas de interaccion electrostaticas presentes en la superficie de las AuNP y la Con-A,

en una zona como es la capa difusa y la capa estacionaria, acarrearia cambios en el potencial
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zeta de la AuNP, lo que permitiria monitorear la evolucion de la funcionalizacion, asi como

observar diferencias luego de procesos de lavado y de cambios de pH.

En el caso se las proteinas, estas pueden cargarse positiva o negativamente al ganar o perder
protones debido al pH de su entorno. El punto isoeléctrico (pl) es el pH al que una proteina tiene
una carga neta de cero y puede calcularse utilizando las cargas para los aminoacidos especificos
en la secuencia de la proteina. Los valores estimados para las cargas se denominan constantes
de disociacion acida o valores de pKa (Kirkwood, Hargreaves, Keefe, & Wilson, 2015)

En la Figura 33, se observa que la carga de la Con-A es mayormente negativa, a pH de 7, con un

valor entre -15-5 £ 0.2 mV, esto debido a la presencia de los grupos carboxilicos -COOH que
es ligeramente mayor que la de los grupos amina, lo que a su vez se relaciona con el punto
1soeléctrico que presenta la Con-A de 5.4 mayores a ese valor su carga es negativa, lo que

corrobora el valor obtenido en el potencial zeta. (Cantarutti et al., 2017; Kirkwood et al., 2015).
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Figura 33. Potencial zeta de la Concanavalina A en solucion a pH 7.

Con los resultados obtenidos por las técnicas de caracterizacion utilizadas, se confirma la Con-

A es una proteina que absorbe a 280 nm, y que emite fluorescencia de manera dependiente de la
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dosis; por otra parte, también se observd que la proteina tiende a formar aglomerados, ya que los

resultados obtenidos por potencial zeta mostraron diversidad de cargas, en su mayoria anidnicas.

6.3 Formacion de la corona de ConA sobre las AuNPs.

Una vez caracterizadas las nanoparticulas de oro y la Con-A, se continué con la formacién de la
corona de Con-A sobre las AuNPs. Para ello, se incubaron las AuNP y la Con-A durante 48 hras.
Como se menciono anteriormente, el objetivo buscado fue promover la formacion de una corona
de Con-A dispuesta alrededor de nanoparticulas de oro, que facilitara el reconocimiento del a-
metil D-mandsido, y con ello poder hacer la deteccion del ligando reconocido por las particulas
mediante técnicas de caracterizacion como FTIR y SERS. Por la influencia que tiene el pH sobre

la conformacion 3D de proteinas, los analisis fueron realizados en dos medios de distinto pH.

6.3.1 La Funcionalizacion de AuNP con Con-A mediante fisisorcion

Debido a sus propiedades fisicoquimicas, a su biocompatibilidad y a un area superficial elevada,
las nanoparticulas de oro se pueden funcionalizar de manera facil con diferentes materiales tales
como las proteinas. Las estrategias de funcionalizacion de nanoparticulas de oro con proteinas

se pueden clasificar en fisisorcion y quimisorcion.

La estrategia seguida en este proyecto fue por fisisorcion, que ocurre en sitios no especificos
mediante interacciones no covalentes, tales como interacciones electrostaticas, interacciones
hidrofobas, enlaces de hidrogeno, fuerza hidrofébica. (C. Kumar, 2010) En este trabajo se utiliz6
la fisisorcion como estrategia de funcionalizacion ya que propone ser un método facil y

reproducible para la obtencion de AuNP que desplieguen la lectina en su superficie.
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A medida que pasa el tiempo de interaccion entre la proteina y la nanoparticula, se pueden dar
sucesos de intercambio y de organizacion en la interfaz de la superficie de la nanoparticula
debido a las fuerzas de interaccion mencionadas anteriormente por fisisorcion. Las proteinas
tienden a formar dos capas dispuestas en forma de corona, a las que se les denomina “Corona
dura”y “Corona suave”, y que difieren entre si por la fuerza de union y las tasas de intercambio
de las proteinas asociadas con la superficie del nanomaterial (Choi, Webster, & Kim, 2015). En
la practica, la corona dura se puede definir como aquellas proteinas que no se eliminan de la
superficie del nanomaterial durante los procedimientos de preparacion, como el lavado y la
centrifugacion. Estos procedimientos pueden interrumpir las interacciones proteina-proteina

relativamente débiles que eliminarian la corona de proteina blanda.(Winzen et al., 2015b)

6.3.2 Evolucion del Corona suave
6.3.2.1 Espectroscopia UV-VIS

Como se menciond atras, el cambio y la ampliacion de los espectros de absorcion del complejo
NP-Proteina dependen del tamafio, estado de agregacion de la nanoparticula y las fuerzas locales.

(Carrillo-carrion, Carril, & Wolfgang, 2017; Mahmoudi et al., 2011)

En la Figura 34, se muestran los resultados obtenidos de la caracterizacion por espectroscopia
UV-Vis del complejo ConA-AuNP, donde se analiz6 la calidad en cuanto al cambio de tamafo
y forma del complejo con respecto del tiempo. En este sentido se puede observar dos maximos,
el primero a 535 nm que pertenece al complejo ConA-AuNP, y el segundo a 275 nm, que
provienen a la absorbancia de los grupos aromaticos presentes en la proteina. El méximo ubicado
a 535 nm (Plasmon de superficie del complejo ConA-AuNP) comparado con el espectro de la
Figura 1 que muestra un maximo a 518 nm (pasmon de superficie de AuNP desnudas), indican
un desplazamiento hacia el infrarrojo, lo que denotaria la presencia de nanoparticulas de oro
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mayores a 20 nm en su mayoria, y a algunos agregados. Este fendmeno es debido a la presencia
de la proteina en interaccion con las AuNP, desde el inicio de su incubacion hasta después de las
24 hrs. De notarse, la absorbancia presentada por el complejo particulas-corona de proteinas no
presentd cambios espectroscopicos de manera posterior a su formacion, indicando la estabilidad
del complejo en el tiempo. Por otro lado, la presencia de la banda de proteina denota que no toda
la proteina fue adsorbida en la superficie de la nanoparticula de oro, sino que podria estar en el

medio dispersa o formando agregados entre ella misma.
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Figura 34. Espectro de absorcion de formacion del complejo ConA-AuNP.
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6.3.3 Aumento del radio hidrodinamico de las AuNPs — corona

suave segun analisis de DLS
En la grafica que se muestra en la Figura 35, podemos observar el tamafio del didmetro

aproximado del complejo ConA - AuNP, donde se pueden observar dos poblaciones de
tamafios de didmetro diferentes, una a 103 = 0.4 nm y otra a 632 + 0.8. El andlisis por DLS
corrobora el aumento del tamafio del diametro de las nanoparticulas de oro, de 28 a 103 nm
en su didmetro hidrodindmico. El aumento del didmetro hidrodindmico corrobora la

presencia de agregados en la muestra.
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Figura 35. Distribucion del tamafio hidrodinamico del complejo ConA-AuNP.

6.3.4 Interacciones ConA-AuNP.
6.3.4.1 Espectroscopia FTIR

Se ha demostrado que la espectroscopia FTIR proporciona informacion util sobre la interaccion
proteina-nanoparticulas. Esta técnica de caracterizacion proporciona informacion sobre la union

de proteinas a las NP, a través de la aparicion de bandas caracteristicas de la proteina y la
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nanoparticula de oro. La espectroscopia FTIR se ha utilizado para monitorear los cambios
estructurales de las proteinas, y estos cambios se estiman con base en la absorcion de los enlaces
amida que se ubican en el espectro de FTIR como bandas amida I, IT y III (Mahmoudi et al.,
2011). A continuacion se muestra el espectro obtenido por espectroscopia FTIR de la muestra

de AuNP que se incub6 con Con-A para formar la corona proteica.

En la Figura 36, se observan las bandas de transmitancia resultantes del complejo ConA-AuNP.
Se puede observar que hay presencia de banda de transmitancia proveniente de tensiones
simétrica de grupo carboxilo, ademads de la presencia de la banda de transmitancia perteneciente
a grupos -CH (bandas nombradas con color negro); ambos grupos se visualizaron en el espectro
de las nanoparticulas de oro mostrado anteriormente en la Figura 25. Tanto la banda del grupo
carboxilo como la del grupo -CH provienen del citrato. Por otra parte, también se observan los
grupos amida I, amida II (bandas nombradas con color rojo), pertenecientes a la Con-A, como
se observo en la Figura 31. Comparando el espectro de la Figura 36 con el espectro de las AuNP
(Figura 25) y de la Con-A (Figura 31), se puede visualizar que la transmitancia de una de las
bandas resulta afectada en el complejo ConA-AuNP, que es la correspondiente a la tension
simétrica de grupos carboxilo provenientes de las AuNP Figura 25), lo que indicaria la presencia

de interacciones entre la Con-A y la superficie de las AuNP.
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Figura 36. Bandas de transmitancia resultantes del complejo AuNP-ConA.

6.3.4.2 Inhibicion del efecto Quenching

Otro andlisis que se ha utilizado para estudiar la interaccién entre las nanoparticulas y las
proteinas es el estudio de la fluorescencia. La base de este analisis es la disminucién drastica en
la intensidad de las sefiales de proteinas que suele producir la cercania a superficies de
nanoparticulas. Este fenomeno proviene de la dindmica de asociacion / disociacion de las
proteinas hacia las superficies de NP, lo que se traduce como una pérdida de energia mediante
interacciones moleculares, también llamado quenching, El quenching es debido a que la
interaccion NP-proteina altera el entorno quimico local de los fluoréforos, y apaga la

fluorescencia de las proteinas. Por lo tanto, la disminucion de la intensidad de la fluorescencia y
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el desplazamiento del pico de emision, indican interacciones entre los NP y las proteinas (L. Li,

Mu, Zhang, & Yan, 2010).

En este sentido, a continuacion se muestra los cambios en la intensidad de fluorescencia cuando
diferentes volimenes del complejo ConA-AuNP son analizados. En la Figura 37, se observa
como la intensidad fluorescente va aumentando conforme el volumen de muestra del complejo
va aumentando, lo que indicaria que hay un excedente de proteina que no necesariamente esta
interactuando directamente con la superficie de la nanoparticula, debido a este excedente de
proteina, es poco claro la presencia de un quenching. El resultado obtenido por esta técnica

evidencia exceso de proteina.
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Figura 37. Curva de fluorescencia del complejo AuNP-ConA en volimenes desde 5 hasta
100 pl.
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6.3.4.3 Microscopia electronica de transmision

Esta técnica fue realizada después de una tincion con acetato de uranilo, a fin de poder visualizar
estructuras de 4&tomos poco densos, como serian los de la proteina que aqui se espera observar
(Pederzoli et al, 2017). En la Figura 38, se muestran las imagenes obtenidas. Como puede
observarse, las AuNP resultaron rodeadas por una capa de proteina. Adicionalmente, esta
microscopia muestra un fondo de material en forma de aglomerado semitransparente a los
electrones, lo que es interpretado como la proteina excedente (Au, Yeung, Wientjes, Lu, &
Wientjes, 2016; Choi et al., 2015; Corbo & Toledano, 2016) cuya presencia se dedujo en el apartado

2

anterior (y que impedia observar el fendmeno de quenching de fluorescencia)”.

Figura 38. Imagenes de TEM mostrando el complejo ConA- AuNP.

A pesar de este excedente de proteina, a una amplificacion adecuada, logra observarse que las AuNP se
encuentran embebidas por una capa de Con-A, Se sabe que la proteina cercana a la superficie de una
nanoparticula se encuentra en una situacion de competencia con la proteina que se encuentra distante a

la superficie, y esto se debe a que las proteinas distantes a la superficie de las AuNP son influenciadas
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por la fuerza electrostatica, siendo atraidas hacia la superficie de la nanoparticula. Los resultados
obtenidos por TEM coinciden con los obtenidos por fluorescencia y UV-VIS, es decir que indican un
exceso de proteina. Sin embargo, también es visible una capa un poco mas densa rodeando a las
nanoparticulas, lo que esclarece la interaccion entre la proteina y la nanoparticula de oro, que también se

observo mediante UV-Vis y FTIR.

6.3.4.4 Potencial zeta

El potencial zeta es otro enfoque que se ha utilizado para el estudio de las interacciones NP-proteina. Se
tiene reportado que el potencial zeta de las NP se vuelve menos negativo cuando existen proteinas

adsorbidas en su superficie. (Clemments, Botella, & Landry, 2015)

En la Figura 39, se observan los resultados del potencial zeta del complejo ConA-AuNP, que indican el
decrecimiento de la carga comparado con el obtenido para el caso de las AuNP desnudas, donde el
potencial zeta obtenido fue de -40 mV, lo que delataba estructuras estables por cargas negativas (Figura
29). En el caso de las particulas con Con-A es posible apreciar la disminucion del potencial a -10.7+ 0.4

mV, resultando evidente una interaccion de la proteina con la superficie de las AuNP. Asimismo, esta

200000
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50000

-100 0 100 200
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Figura 39. Analisis del potencial zeta del complejo ConA-AuNP.
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disminucion de potencial también podria explicar la presencia de aglomerados debido a un exceso de

proteina presente en la muestra, como se observa en las imagenes de TEM.

En general al observar los resultados obtenidos del complejo ConA-AuNP, se comprobd por diferentes
técnicas de caracterizacion la interaccion entre la proteina y las nanoparticulas de oro; sin embargo era
necesario eliminar este excedente de proteina en la muestra. Para ello, se realiz6 una serie de lavados y
centrifugaciones, que permitieran remover la ConA excedente. En la siguiente seccion se muestran los
analisis de la corona de proteinas en nanoparticulas de oro tratadas con la proteina y lavadas sucesivas

veces, y también se evalta el efecto que un cambio de pH puede producir en la formacion de la corona.

6.3.5 Efectos del cambio de pH sobre la formacion de la corona.

Posteriormente al lavado para remover el excedente de proteina, se evaluo la influencia del pH sobre la
formacion de la corona de Con-A sobre nanoparticulas de oro. Como se mencion6 anteriormente, la Con-
A cambia su estructura 3D a un pH menor de 6, presentando una estructura de dimero (complejo ConA-
AuNP a pH 5), mientras que a pH de 7 (complejo ConA-AuNP a pH 7) presenta una estructura de

tetramero. La influencia de este cambio de conformacion en la corona formada a pH 5 fue evaluada.

Mediante espectroscopia UV-visible se observa que ambas coronas se asocian con la banda de absorcion
de la Con-A a un maximo de 270 nm, al igual que la banda de resonancia del Plasmén de superficie del

oro, a 530 nm (Figura 40).
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Figura 40. Espectro de absorcion UV-visible del complejo ConA-AuNP de manera nativa,
(Corona a pH 7), y luego de su exposicion a pH de 5 (Corona a pH 5).

El resultado obtenido en la espectroscopia UV-Vis, muestra en el caso de las bandas de absorcion de la
complejo ConA-AuNP a pH 7 y la complejo ConA-AuNP a pH a 5, que ambas se mantienen a la
misma longitud de onda, pero con una disminucion en la absorbancia de la proteina, en comparacion con

el espectro obtenido antes de los lavados del complejo ConA-AuNP (ver Figura 34).

El analisis de las particulas desprovistas de proteina excedente a dos distintos pHs también fue

realizado mediante espectroscopia FTIR, obteniéndose la siguiente grafica:
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Figura 41. Espectro de FTIR de los complejos ConA-AuNP a pH 7 y a pHS

Estos espectros muestran bandas que provienen de las AuNP y bandas que indican la presencia
de la Con-A, lo que demuestra la absorcion de proteina en la superficie de las nanoparticulas de
oro que corresponde a la llamada corona dura. Por otra parte, considerando que el analisis fue
realizado con cantidades similares de producto, resulta evidente que las bandas de absorcion son

de mayor intensidad en el espectro del complejo ConA-AuNP a pH 7.

Las muestras fueron analizadas por TEM. Como se puede visualizar en la Figura 42, los
complejo ConA-AuNP son evidentes a partir de muestras tanto a pH 7.7, como a pH 5.5. Como
era de esperarse, el lavado de las particulas permitié eliminar la proteina excedente que se

visualizaba en las micrografias obtenidas anteriormente (ver Figura 42).
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Figura 43. Imagenes de TEM del complejo ConAZ&uNP luego de su exposiciéon a pH de 5 (Corona a
pH 5).



6.3.6 Efecto quenching

Dado que la presencia de Con-A en exceso produjo la ausencia de efecto quenching en el
complejo ConA-AuNP (antes de los lavados), la bisqueda de este fendmeno fue realizada en las
muestras de complejos a pH 7.7 y pH 5.5 una vez realizados los lavados para eliminar el exceso

de proteina.

En la Figura 43 se muestran los espectros de emision de fluorescencia a concentraciones

crecientes de cada uno de los complejos (pH 5.5 y pH 7.7).
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Figura 44. Emision de fluorescencia de los complejos ConA-AuNP a pH 5 y pH 7. Se muestra la

relacion de la intensidad fluorescente que cada muestra presenta a diferentes volumenes que van
desde5 hasta 100 pl.

Como puede observarse en estos espectros, la intensidad de fluorescencia de las muestras no es
proporcional a la concentracion de los complejos, sino que disminuye en las concentraciones
mas altas. Este andlisis indica, por lo tanto, que la fluorescencia (proveniente de la proteina)
sufre un fenomeno de auto apagamiento o quenching, y que la proteina se encuentra en

interaccion cercana con las nanoparticulas.
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6.3.7 Potencial zeta de los complejos ConA-AuNP

Debido a que la presencia de cargas menos negativas es evidencia de la formacion de coronas
proteicas en nanoparticulas, era necesario evaluar el cambio del potencial zeta en los complejos
finales. En la Figura 44 se muestran los resultados obtenidos con ambas muestras.

El potencial zeta obtenido para la corona 5 y la corona 7 mostré valores de -11.8 y -10.6 mV,

Corona a pH 5 Corona a pH 7

-11.8

Figura 45. Resultado del potencial zeta de la complejo ConA-AuNP a pH a 5 (Corona 5) y
complejo ConA-AuNP a pH a 7 (Corona 7).

respectivamente, con valores claramente menos negativos que las AuNPs no funcionalizadas,
que mostraron un potencial mayor a -30 mV (ver Figura 20). Estos resultados coinciden con los
ya mencionados anteriormente, confirmando la presencia de la Con-A en interaccion con las

AuNPs.
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6.3.8 Cuantificacion de proteinas de la corona en los complejos ConA-
AuNPs

Por la necesidad de aplicar un método altamente sensible, capaz de detectar cantidades de proteina de
manera muy sensible, la cuantificacion de proteinas se realizd mediante el ensayo de ninhidrina. De
manera previa al analisis, se exploro la viabilidad de utilizar la BSA, como proteina de uso comin en el
laboratorio, como componente de una curva estindar de concentracion proteica. En la Figura 46, se

muestran las curvas de absorbancia de BSA y de Con-A a concentraciones crecientes.
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Figura 46. Curva de BSA (color negro) y de Con-A (color rojo), obtenidas por ensayo de
ninhidrina.

Como puede observarse, la absorbancia de cada una de las proteinas es distinta, y una proteina
no puede servir para deducir el contenido proteico de la otra. Por esta razon, las reacciones

colorimétricas subsecuentes fueron realizadas con Con-A como estandar.

Mediante el ensayo de ninhidrina se evaluo la concentracion de proteina presente en el complejo
ConA-AuNP antes de la eliminacion de proteina excedente y después de los lavados, asi como
a pH distintos. En la Tabla 2, se muestran los resultados de cuantificacion de proteinas en las

coronas de AuNP incubadas con Con-A.
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Tabla 2. Cuantificacion de la ConA en los diferentes complejos.

Complejo Tipo de corona Concentracion de proteina
ConA-AuNP sin lavados Corona suave 1.9 + 0.2 (ng/ul) De
ConA-AuNP lavado, a pH 7.7 Corona dura 0.3£0.1 (pg/ul)
ConA-AuNP lavado, a pH 5.5 Corona dura 0.4+0.1 (ng/pl)

acuerdo con estos resultados, la realizacion de lavados con PBS permite eliminar proteina en
exceso, de tal manera que la cantidad de proteina encontrada corresponde a un 42% del inicial,
antes de los lavados. Por otro lado, el cambio de pH del complejo no afectd significativamente

la cantidad de proteina adherida (Tabla 2).
6.4 Estudio de la interaccion AuNP-ConA y su ligando aMeMan

Se explord si la técnica de espectroscopia UV-Vis permitia visualizar cambios en el Plasmén de
superficie de las AuNP, luego de la interaccion entre el complejo ConA-AuNP y a-metil D-
manosido, ligando de la lectina. Para ello, los complejos fueron incubados con el a-metil D-

manosido durante 24 hrs.

En la figura 47, se muestran los espectros UV-visible para complejos a pH 7.7 y pH 5.5. Como
se puede observar, en ambos espectros aparecen dos bandas de absorcion principales: la primera
de ellas con un méximo de absorcion a 518 nm, correspondiente a la resonancia del Plasmén de
superficie del complejo ConA-AuNP-ligando a pH 7.7. A su vez, el complejo formado a un pH
de 5.5, muestra una banda de absorcion a 508 nm. Este comportamiento espectral indica el
desplazamiento de energia de absorcion del Plasmon, muy probablemente debido al crecimiento
de las particulas (la energia de las particulas nativas se asociaba con un maximo de absorcion a

530 nm — ver Figura 17). Asimismo, la baja intensidad de la sefial (en comparacion con la de las
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particulas nativas) indica una menor interaccion de la luz en los complejos, rodeados por

proteinas y azucar.
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Figura 47. Espectros de absorcion de UV-vis de los complejos ConA-AuNP + ligando (o-
MeMan).

Para explorar la presencia del ligando, el azicar Alpha MeMan, en el complejo final de particulas
se utiliz6 la espectroscopia FTIR. En la Figura 48 A) se muestran los espectros correspondientes
al azucar, alpha-MeMan, y a los complejo ConA-AuNP a pH 5- MeMan y complejo ConA-
AuNP a pH 7-MeMan. De manera interesante, el espectro de los complejos cambia claramente
en la region de la huella dactilar, con respecto a los complejos no incubados con el azicar.
Ademés, los espectros de los complejos en unidn con el aziicar muestran bandas provenientes
de la absorcion de este mismo en la region IR (Figura 48 B) y C)). En particular, hay presencia
de bandas debidas a la absorcion de grupos piranosa, de grupos metil y de vibraciones C-O,

correspondientes al a-metil D-manésido (Socrates, 2001) (Figura 47 B) y C) ). Asimismo, en la
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Figura 27 D) se puede observar la presencia de grupos amida, en este caso amina [ y amina II ,

que fueron atribuidas a la presencia de Con-A en los complejos (Barth, 2007).
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Figura 48. A) Espectros de absorcion obtenidos por FTIR de a-MeMan (color azul), complejo ConA-AuNP a pH
7 (color naranja) y complejo ConA-AuNP a pH 5 (color morado). B) y C) muestran una aplicacion de las bandas
de transmitancia que corresponde a la presencia del MeMan. D) muestra la ampliacion del espectro que corresponde
a las bandas que delatan la presencia de la Con-A.
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6.5  Exploracion de la técnica Raman-SERS como método para
identificar la captura de ligandos sacaridicos por complejos AuNP-
ConA

En general, los espectros Raman son mas simples que los espectros FTIR, ya que las vibraciones
localizadas de enlaces dobles o triples o grupos ricos en electrones producen bandas mas intensas

que las vibraciones de un enlace simple o grupos pobres en electrones. (Pederzoli et al., 2017)

En la Figura 28, se observan tres graficas correspondientes a MeMan (grafica color negro),
complejo ConA-AuNP a pH 5- MeMan (grafica color rojo) y complejo ConA-AuNP a pH 7-
MeMann (grafica color verde). , donde se puede ver como la intensidad de ambas coronas
aumenta presentando un efecto SERS a diferencia del a-metil D-manosido, esto gracias a las
propiedades oOpticas del oro, que permitan que la sefial del azicar se presente en ambas coronas.
Por otra parte, la sefial es muy similar en las tres muestras, la diferencia entre ellas es
principalmente el aumento de la intensidad, por lo que es visible por SERS la deteccion del
reconocimiento del azicar por parte de ambas coronas, sin embargo la sefial es mucho mayor
para el caso de la complejo ConA-AuNP a pH a pH 7-MeMan comparada con la sefal obtenida
en la complejo ConA-AuNP a pH a 5-MeMan. La deteccion del reconocimiento mediante el
efecto SERS, comprueba junto con los resultados presentados previamente que ambas coronas
reconocen el azlcar, sin embargo este reconocimiento tiene mejor intensidad en la sefial SERS,
cuando se hace mediante el uso del complejo ConA-AuNP a pH 7 esto debido a mayores sitios
de contacto directo con el azucar, que estan relacionados a la estructura tetraédrica dispuesta

alrededor de la nanoparticula de oro formando una corona.
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Figura 49. Espectro Raman de las muestras de a-metil D-manoésido (grafica de color azul, complejo
ConA-AuNP a pH 7-MeMan (grafica color morado).

7 Conclusiones

Los resultados aqui presentados permiten mostrar la factibilidad de producir nanoparticulas de
oro biofuncionales que, debido a su recubrimiento con la lectina Con-A, son capaces de

reconocer manosas.

Se demostrd que los complejos AuNP — lectina son facilmente producidos mediante un simple
paso de fisisorcion, como se esperaba para una estructura metalica con avidez para interactuar

con proteinas y formar la llamada biocorona.
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Debido a los posibles cambios de pH que un complejo AuNP-lectina podria experimentar en
condiciones biologicas, en este trabajo se exploro la estabilidad y las caracteristicas del complejo
obtenido cuando se mantiene a un pH de 7, y cuando es sometido a medios acidificantes, a un

pH de 5.5.

El uso del a-metil D-mandsido (MeMan), molécula que se utilizé como azicar modelo debido a
su amplia distribucion en la pared celular de hongos y bacterias, permitid6 evaluar la

funcionalidad de la construccidn obtenida, es decir su union al aztcar.

Los complejos AuNP-lectina experimentan cambios en cuanto a su resonancia del Plasmoén de
superficie luego de su unidn con el aziicar modelo, indicando la presencia de interaccion lectina-

ligando.

Mediante espectroscopias FTIR y Raman, la construccién obtenida es capaz de reportar la
presencia del ligando utilizado, el a- metil D-mandsido, generdndose sefiales especificas, asi
como un aumento en la intensidad de sefiales del ligando, debido al efecto SERS.
Adicionalmente, los resultados obtenidos indican que el potencial diagnostico del complejo

ConA-AuNP para monitorear la presencia de azicares microbianos seria superior a un pH de 7.

8  Perspectivas

A partir de los estudios y discusiones presentados en el presente trabajo, las perspectivas de

trabajos a futuro se pueden orientar en diferentes direcciones.

En primer plano estarian los trabajos destinados al diagnostico, para la cual se propone la
evaluacion de la construccion aqui obtenida como una herramienta para detectar la presencia de

patogenos especificos, particularmente mediante el uso de espectroscopia Raman-SERS. Para
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lograr esto, es necesario estudios de reconocimiento del complejo ya mencionado con diferentes

microorganismos.

En segundo plano, estudiar el posible uso del complejo ConA-AuNP a pH de 7 para la deteccion
de estructuras glicosiladas que se forman durante la progresion del cancer, con el fin de poder
detectar dichas estructuras aprovechando las propiedades Opticas y fisicoquimicas que el

complejo (Hendrickson & Zherdev, 2018).

Existen diferentes posibles aplicaciones de diagnodstico, desarrollo de micro ensayos, deteccion
de células, etc., que podrian ser posibles gracias a las propiedades fisicoquimica y opticas que

ofrece el complejo ConA-AuNP a pH 7.
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