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Introduccion

Al FLUOROFOROS DE NUEVA GENERACION: QUANTUM
DOTS

A.1.1. Quantum Dots: definicién y propiedades

Los Quantum Dots (QDs), conocidos también como puntos cuanticos, constituyen un
grupo de nanoestructuras que se clasifican dentro de los nanomateriales en funcion de sus
dimensiones como nanoestructuras cero-dimensionadas (0D), ya que todas ellas se
encuentran en la escala nanométrica. Los QDs son nanocristales semiconductores coloidales,
de forma aproximadamente esférica, con un diametro de particula tipicamente entre 2-12 nm.
Generalmente los QDs estan constituidos por grupos entre cientos y miles de dtomos de
elementos pertenecientes a los grupos II-VI, I1-V o IV de |a tabla periédica®.

Este tipo de materiales semiconductores, con tamaros del orden de los nm, presentan
una relacion superficie/volumen muy elevada. Ademas, debido a su reducido tamafio sus
propiedades estan dominadas por efectos de confinamiento cuantico, ya que los electrones
no se pueden mover libremente por el material. Esto implica que los niveles de energia del QD
estan cuantizados y relacionados con el tamafo fisico del mismo, presentando un
comportamiento intermedio entre el material a nivel macroscopico y a escala atomica.

Los semiconductores macroscopicos se caracterizan por tener un “salto de banda” o
“band-gap” cuya magnitud corresponde a la diferencia de energia entre la banda de
conduccion y la banda de valencia. Este valor es fijo para cada tipo de material y determina la
energia minima que deben poseer los electrones para poder pasar de la banda de valencia a la
banda de conduccién. Sin embargo, cuando sintetizamos estos materiales semiconductores a
escala nanométrica, su tamano es del orden de las longitudes de onda asociadas a los
portadores de carga (electrones y huecos) y, como consecuencia, los niveles de energia de la
particula no pueden tomar cualquier valor arbitrario sino que estan cuantizados. El sistema
presenta entonces un espectro discreto de niveles de energia dependiente del tamafio del
semiconductor. Como se puede ver en la figura 1, a medida que aumenta el nUmero de
atomos conectados, los niveles discretos tipicos de los orbitales atémicos se convierten en
bandas de energia (semiconductor convencional).

Asi pues, para los QDs, por tanto, el salto de energia esta ahora relacionado no sélo
con la composicién del material, sino también con el tamafio de la nanoparticula®, de manera

que a medida que el tamano de esta disminuye el “salto de banda” se incrementa.
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Nimero de somos conectados
Figura 1. Distribucion de niveles de energia de un semiconductor en funcién del nimero de

atomos conectados’.

El efecto de confinamiento cuantico que tiene lugar en los QDs es el responsable de
las interesantes propiedades optoelectronicas de estos nanomateriales semiconductores
inorganicos, que a escala macroscopica no muestran propiedades luminiscentes. Pero que, sin
embargo, al sintetizarse con estas reducidas dimensiones presentan una intensa emision
fotoluminiscente®. A modo de ejemplo, en la figura 2 se recoge una fotografia del sulfuro de
plomo a escala macroscopica (galena) y el mismo PbS sintetizado a escala nanométrica (QDs)

en una suspension coloidal, que presenta una intensa emision luminiscente.

a) b)

Figura 2. Sulfuro de plomo (PbS): a) como galena b) como PbS QDs fluorescentes
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A.1.2. Propiedades fotoluminiscentes de los QDs

El proceso de emision fotoluminiscente en los QDs ocurre tras varias etapas. En
primer lugar, se produce la absorcidn de un fotén de radiacidon cuya energia es superior a la del
salto de banda del semiconductor nanométrico, lo que da lugar a la formacion de un par
electron/hueco (excitén o plasmon). En este tipo de nanomateriales, los espectros de
absorcidn que se obtienen son generalmente anchos, ya que el proceso tiene mayor
probabilidad de suceder a mayores energias (menores longitudes de onda). La recombinacion
del par/electron esta caracterizada por una vida media relativamente larga (mayor de 10 ns),
dando lugar a la emision de un fotdn de menor energia que el absorbido (desplazamiento de
Stokes), produciendo una banda de energia estrecha y simétrica.

Por tanto, los Quantum Dots se postulan como una nueva clase de lumindforos de
extraordinario potencial para gran cantidad de aplicaciones bioanaliticas. Puesto que, ademas
de poseer las ventajas de la deteccion de fluordforos tradicionales en términos de sensibilidad
y selectividad, dichas nanoparticulas podrian minimizar los inconvenientes que se encuentran
cuando se trabaja con los fluoréforos organicos comunmente utilizados* debido a sus
extraordinarias caracteristicas luminiscentes, entre las que se destacan:

e Elevados rendimientos cuanticos, dando lugar a sefales de emision

fluorescentes muy intensas.

e Largos tiempos de vida media del fenémeno luminiscente (10-50 ns).

e Mayor resistencia a fendmenos de photobleaching (fotodescomposicion).

* Existe una gran separacion entre las longitudes de onda de excitacion y emision

(mas de 100 nm).

e Presentan anchos espectros de absorcion (figura 3A) y espectros de emision

luminiscente muy estrechos (anchuras de pico a la mitad del maximo de emision entre

25-35 nm).

. Existe la posibilidad de controlar la longitud de onda de emision desde el

ultravioleta al infrarrojo modificando la composicién y/o el tamano del nanocristal

(figura 3B).

Estas Ultimas caracteristicas, ademas de implicar un incremento en la sensibilidad y
selectividad, permitirian el empleo de este tipo de fluoréforos como marcados en aplicaciones
que involucren la monitorizacion de varios analitos simultdneamente (p.ej. en muestras
bioldgicas). Debido a que estas nanoparticulas poseen espectros de absorciéon anchos (fig 3A),

es posible excitar al mismo tiempo QDs cuya emision se encuentra a diferentes longitudes de
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onda®. Gracias a que estas bandas son muy estrechas, es posible resolverlas y relacionar cada
longitud de onda de emisidn con un analito. Ambas propiedades son de gran valor para lograr
llevar a cabo ensayos multianalito, empleando distintos QDs de diferentes tamanos como
indicadores de distintos analitos en una muestra dada. Hoy en dia, los ensayos “multiplex”
(multianalito) estan cobrando mucha relevancia, particularmente en quimica analitica, ya que
la determinacion simultanea de diferentes marcadores en muestras bioldgicas permite un
diagnostico mas preciso y mas rapido. Ademas se reduce el volumen de muestra necesario (en

muestras bioldgicas muchas veces se dispone de cantidad muy pequefa), asi como el tiempo

de anélisis.
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Figura 3. Espectros de absorcion (A) y emision (B) de quantum dots de CdSe/ZnS de

diferentes tamanos.

A pesar de las excelentes ventajas que presentan estos semiconductores como nuevos
fluordforos, también se deben indicar algunos de sus inconvenientes. El primero de ellos es la
dificultad que se encuentra para compatabilizar los QDs con medios acuosos y bioIégicosG,
ademas de que en los procesos de sintesis mas comunes se utilizan disolventes organicos y
precursores altamente reactivos. Por otro lado, es necesario mencionar la posible toxicidad
que pueden presentar algunos de estos nanomateriales cuando se emplean en aplicaciones
“in vivo”. Esta posible toxicidad podria atribuirse no soélo a la posibilidad de que estas
nanoestructuras puedan atravesar las barreras celulares, sino también a su composicion’.

En esta linea, existe un gran interés investigador en la sintesis y modificacion
superficial de los QDs, buscando nanoparticulas cada vez mas estables, con baja-nula
citotoxicidad y con emisidon luminiscente mejorada, de cara a futuras aplicaciones en
bioanalisis. En este contexto, una de las estrategias que se estan investigando actualmente,

como alternativa al empleo de quantum dots de CdSe fluorescentes (que hoy en dia son los
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mas estudiados y utilizados), consiste en la busqueda de nuevos nanomateriales menos
toxicos (p.ej. con nucleo de ZnS) y que combinen las propiedades luminiscentes de los QDs

con la posibilidad de realizar medidas de fosforescencia.

A.1.3. Quantum dots fosforescentes

Trabajos recientes en el desarrollo de QDs ponen de manifiesto que el dopaje de estas
nanoparticulas con impurezas atdmicas constituye una posible estrategia para manipular la
emision de los quantum dots®.

Asi, entre las distintas impurezas que se pueden emplear en el dopaje, aparecen una
gran variedad de metales como cobalto, cobre o terbio®*. Sin embargo, los mejores
resultados alcanzados hasta la fecha se consiguen empleando nanoparticulas que incorporan
en su estructura manganeso como agente dopante.

Variando el disefio del proceso de dopaje es posible encontrar diferentes situaciones
de acuerdo a la naturaleza del estado excitado mas bajo en energia del QD (nivel basal
excitado). Estos diferentes escenarios determinaran sus propiedades fotofisicas y magneto-

) . 11
opticas.

A.1.3.1. Escenario I: Los estados excitados del Mn’>' debidos a procesos de
fotoionizacion, son los mas bajos en energia y se encuentran dentro del salto de

banda del semiconductor.

En semiconductores que poseen un gran salto de banda es posible la introduccién de
mecanismos de relajacion no radiativa que, en gran parte o totalmente, desactivan la emision
del nanocristal debido a la existencia de estados fotoionizados de tipo donador o aceptor
dentro del salto de banda."™**

Para la mayoria de los semiconductores II-IV dopados con manganeso, todos los
estados fotoionizados de tipo donador y aceptor se encuentran fuera del salto de banda, y no
se detecta este fendmeno, a excepcién de los QDs de ZnO dopados con Mn**. En disoluciones
coloidales de quantum dots de ZnO dopados con Mn*, hay un tipo de sub-estado donador
fotoionizado en el salto de banda (sub-bandgap donor-type photoionization state) que es el
responsable de este proceso.

En este caso, se produce una desactivacion de la luminiscencia debida a una
transferencia de carga metal-ligando (banda de conduccién -CB-) o Mn* = Mn** + e'.

Debido a que este estado fotoionizado es el estado excitado de menor energia, en gran parte,
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es el que define las propiedades fotofisicas de los nanocristales de Mn**-ZnO. Ademas, tal y
como puede verse en la figura 4, proporciona un camino muy eficiente para la relajacion no
radiacional al estado fundamental. A dia de hoy, los detalles de esta relajacion no radiativa no
estan totalmente claros, aunque se cree que puede estar relacionada con la relajacidn

multifonodnica.

sestados excitados - estados excitados
\.\‘ MLcg
Trampa Dopaje Mn2+
—l'
uv VIS Separacion e-/h+
>
v
estado fundamental estado fundamental

Figura 4. Efecto del Mn** en las propiedades fotofisicas de los nanocristales de ZnO™.

La luminiscencia UV y visible de los nanocristales de ZnO es atenuada y no se observa
la emisién debida al Mn**, pero si la separacién de carga fotoinducida con la fotoexcitacién del
11
sub-salto de banda™".
La aparicion de un estado fotoionizado como estado excitado de menor energia
dentro del salto de banda del semiconductor hace que la estructura electrénica y las
propiedades fotofisicas de los nanocristales de Mn**-ZnO sean diferentes a las descritas en los

demas escenarios.

A.1.3.2. Escenario ll: Los estados excitados del semiconductor son los mas bajos en

energia (estados excitados de Mn?* se encuentran fuera del salto de banda).

Es bien conocido que el salto de banda del semiconductor depende del tamafio del QD.
Asi, en el caso de los Mn**-CdSe QDs, la emision caracteristica a través del Mn** se observa
cuando la energia del salto de banda de la nanoparticula es mayor que la energia del estado
excitado “T; del Mn** (tal y como se describira posteriormente en el escenario Ill), pero sélo se
observa la emision debida a los excitones del QD cuando la energia del salto de banda es
menor que la energia del *T, de la impureza. Sin embargo, la emision exciténica predominante
observada en los nanocristales pequefios de Mn**-CdSe es debida a los nanocristales sin dopar,
esto tiene una mayor probabilidad de ocurrir ya que el diametro del nanocristal es pequefio y

el dopante esta excluido del nicleo.



Introduccion

Que la emision se deba al escenario Il 0 a un escenario alternativo Ill (que se describira
a continuacion) dependerd del didmetro de la nanoparticula. Los cambios se encuentran en
torno a diametros de 3.3 nm. Los quantum dots de Mn**-CdSe son los Unicos que permiten
cambiar de un escenario a otro simplemente modificando el diametro del nanocristal, como

se puede observar en la figura 5.

‘ “estadbs excitados

4 2
\'E aT Incremento
1

_—

tamano

estado fundamental estado fundamental
d<3.3nm d>3.3nm

Figura 5. Diferentes emisiones que podemos encontrar en funcion del diametro de la

nanoparticula™.

Aunque la emision debida a la nanoparticula sélo la podemos observar en QDs de
Mn®*-CdSe de tamafio relativamente grande (mayor de 3.3 nm), las propiedades
luminiscentes de éstos son alteradas por la presencia de iones Mn. Especificamente, la
emision de quantum dots con didmetro superior a 3,3 nm se puede polarizar aplicando un
campo magnético, incluso cuando los QDs se excitan con fotones incoherentes o no
polarizados. La introduccién de manganeso da lugar a un fuerte acoplamiento Mn**-portador
de intercambio magnético, lo cual permite el sobrenombre de “giant excitonic Zeeman

splitting”.

A.1.3.3. Escenario lll: Los estados excitados del Mn** son los mas bajos en energia y

se encuentran dentro del salto de banda del semiconductor.

Los nanocristales coloidales de este tipo son de gran interés para aplicaciones foto o
electro-luminiscentes, ya que la excitacion del semiconductor permite la transferencia de
energia rapida al manganeso, lo cual se traduce en emisiones con altos rendimientos

L 12
cuanticos™.
En la bibliografia se encuentran ejemplos en los que se lleva a cabo el dopaje con Mn**

de quantum dots de diferente naturaleza con nucleos metalicos (por ej. ZnS, ZnSe y CdS).
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El manganeso como agente dopante se utiliza en el estado de oxidacion 2+, por lo que

tiene una configuracion electrdnica d®. Tanto para la geometria octaédrica como para la
;g . 6 . .
tetraédrica, el estado fundamental correspondiente es "A; y el primer estado excitado, en este
entorno del metal, es “T,. Las transiciones desde el nivel fundamental °A; a todos los estados
excitados se consideran transiciones prohibidas, ya que ninguno tiene igual multiplicidad de
espin, y solo se observa un débil acoplamiento spin-6rbita, lo cual se traduce en que la
.o 6 4 . . . Y 1 -1 -1

transicion "A;>“T; tiene un coeficiente de extincion molar entre €y,,,~10-10° M"cm™, muy
. . . 5 6 -1 -1 . . .y
inferior si lo comparamos con el €qp~10-10° M™“cm™ para el primer maximo de absorcion de
un quantum dot tipico. Por ello al excitar con luz UV los QDs dopados, el semiconductor
absorbe los fotones llegando a un estado excitado que se desactiva a través de los niveles
energéticos del Mn**. El fenémeno luminescente sucede ya que existen pequefias constantes
de velocidad radiativa (pequefias intensidades de emisidon) para “T;>°A;, pero muy
energéticas debido al salto de energia de esta transicion, lo que permite la fotoluminiscencia
“T,>°A, con altas eficiencias cuanticas. Esta es la transicion mas comUnmente descrita en los
estudios de dopaje de nanocristales semiconductores con manganeso.

En la figura 6 se ilustra la transferencia de energia que se produce al irradiar con luz
UV QDs dopados con Mn*". Tal y como muestra la figura 6, el gran salto energético entre el
estado excitado “T; y el estado fundamental contribuye a altos rendimientos cudnticos
fotoluminiscentes y tiempos de vida media muy largos (del orden de los milisegundos). Estos
procesos, que se han observado experimentalmente, pueden atribuirse al confinamiento

espacial del exciton en el mismo espacio que el dopante.

 estados excitados ‘ 4 estados excitados
e S—
Dopaje Mn2* T4
T M
¥
estado fundamental estado fundamental

Figura 6. Esquema de la transferencia de energia que se produce en el QD cuando se

introducen impurezas de Mn** en su estructura™.
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En este escenario se consiguen unas nanoparticulas luminiscentes cuya emision tiene
caracteristicas tipicas de la fosforescencia molecular. Es bien sabido que la emision
fosforescente ofrece importantes ventajas sobre |a fluorescencia como son:

* Elevada sensibilidad debida a las bajas sefiales de fondo.

* Una excepcional selectividad ya que compuestos fosforescentes disponibles son muy
€sCasos.

* Mayor separacion entre las longitudes de onda de absorcion y emision debido a que
el estado excitado triplete proporcionado por el manganeso es de menor energia, lo
que produce maximos de emision a mayores longitudes de onda.

* El fendmeno fosforescente posee un tiempo de vida media muy superior al de
fluorescencia (del orden de milisegundos), lo que permite la posibilidad de
discriminar temporalmente la emision luminiscente y llevar a cabo medidas a tiempo
resuelto (mucho mas robustas que las medidas de intensidad). Ademas, debido a
esto, es posible evitar los fendmenos de dispersion de la luz y variaciones en la fuente
y muy importante, los fenomenos de autofluorescencia de distintos materiales o
componentes bioldgicos de las muestras™.

La combinacién de las propiedades de los QDs unidas a una emisidn de caracteristicas
fosforescentes es muy apropiada para aplicaciones bioanaliticas. Debido a lo expuesto
anteriormente, en este trabajo se sintetizaran y se estudiaran QDs fosforescentes que

cumplen las condiciones de este Ultimo escenario (QDs de ZnS dopados con Mn*".
A.1.4. Solubilizacién de quantum dots en medios acuosos

Un aspecto fundamental que se debe tener en cuenta es que, en general, los QDs que
sintetizan siguiendo las rutas convencionales son insolubles en medios acuosos, lo que
constituye una gran limitacion a su aplicacion directa en el campo del analisis bioquimico o
medioambiental, ya que en la mayoria de las aplicaciones la propia matriz de la muestra es
acuosa. Por tanto, para poder emplear los QDs en este tipo de aplicaciones, ha de asegurarse
la solubilizacién de los mismos en medios acuosos, lo cual generalmente se consigue
mediante la modificacion de la superficie de la nanoparticula con ligandos que impriman un
caracter hidrofilico. Pero ademas, seria deseable que los ligandos seleccionados posean
grupos funcionales (tipo carboxilo, amino, etc.) que hagan que dichas nanoparticulas no

solamente sean estables, biocompatibles y solubles en medios acuosos manteniendo sus
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propiedades fotoluminiscentes originales sino que ademas permitan futuras bioconjugaciones
a biomoléculas u otras especies quimicas™.

Alternativamente existen unos pocos tipos de QDs para los que se han desarrollado
vias sintéticas mediante las que se consiguen nanoparticulas directamente solubles en agua™,
introduciendo en el proceso de sintesis ligandos con grupos funcionales hidrofilicos. Incluso,
recientemente se ha conseguido obtener CdTe QDs mediante la introduccién de precursores
salinos en la alimentacion de lombrices de tierra, gracias a su capacidad de asimilaciéon de
metales pesados™.

Sin embargo, los procesos de sintesis generales mas utilizados y en los que se
consiguen QDs de mayor calidad, tienen lugar en medio organico empleando normalmente
disolventes organicos no polares como trioctilfosfinas (TOP), 6xido de trioctilfosfina (TOPO) y
hexadecilamina (HPA)". Esto se debe a que la mayoria de los precursores empleados en la
sintesis (organometalicos, 6xidos y metales) no son solubles en medios acuosos. Por ello, las
nanoparticulas que se obtienen finalmente por este tipo de procesos, Unicamente son solubles
en disolvente organicos no polares como tolueno o cloroformo. Por tanto, durante los Ultimos
anos, se han intentado disefar tanto estrategias para consequir directamente en el proceso de
sintesis QDs solubles en disoluciones acuosas, como mecanismos de derivatizacion vy
modificacion de la superficie de estos persiguiendo su solubilidad y estabilidad.

Pero, tal y como se ha mencionado anteriormente, ademds de conseguir QDs
compatibles con medios acuosos existen otras razones por las que el disefio de recubrimientos
esta siendo objeto de estudio en los Ultimos afios, derivadas del gran potencial que tienen
estas nanoparticulas para diferentes aplicaciones. En este sentido, se persigue la
funcionalizacion de los QDs con biomoléculas (anticuerpos, DNA, aptameros, enzimas, etc.)
con capacidad de reconocimiento para ser utilizados, tanto en aplicaciones bioanaliticas como
en biomedicina terapéutica y diagndstico mediante técnicas de imagen18'19. Asi, mediante la
modificacion de la superficie, se pretende obtener QDs biocompatibles, con una estabilidad
coloidal muy elevada en medios bioldgicos y ademas, con grupos funcionales en su superficie
que permitan la bioconjugacién de los mismos a biomoléculas con capacidad de

reconocimiento.
A.1.4.1. Estrategias de solubilizacion y modificacion superficial

Las principales estrategias desarrolladas para transferir las nanoparticulas a medio

aCuoso son:
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i. Interaccion hidrofébica con polimeros anfifilicos

Esta estrategia consiste en intercalar una serie de cadenas hidrofébicas de un
polimero anfifilico, mediante la interaccion con cadenas carbonadas que rodean a la
nanoparticula formando parte de los recubrimientos que se utilizan como agentes

. ’ . . ;. 20,21
coordinantes en las sintesis en medio organico™

. El polimero anfifilico tiene en su extremo
grupos funciones (grupos carboxilo, amino o segmentos de PEG que constituyen la parte
hidrofilica del polimero) orientados hacia el exterior para que se adquiera la solubilidad en
medios acuosos.

Los polimeros anfifilicos utilizados poseen numerosas cadenas hidrofdbicas, por lo
que la unién con el QD estd favorecida por los numerosos puntos de contacto entre las
cadenas. Debido a esto, los QDs obtenidos por esta estrategia poseen generalmente un
mayor rendimiento cuantico de fluorescencia, y son frecuentemente mas estables que
aquellos en los que se utilizan otros métodos. A pesar de todas las ventajas que proporciona

este método, la longitud de los polimeros utilizados hace que el radio hidrodinamico de la
nanoparticula se vea muy incrementado, siendo esto no deseable para algunas aplicaciones.

ii. Silanizacion

Consiste, como su nombre indica, en la formacion de una capa de silice alrededor de la
superficie del nanocristal empleando precursores con grupos funcionales, para permitir su
union a las nanoparticulas, como son el mercaptopropiltris(metiloxi)silano (MPS) o el
aminopropil(trimetiloxi)silano (APS)**. En este caso se produce una sustitucion de los ligandos
hidrofobicos de la superficie del nanocristal.

Por este método se consigue obtener un recubrimiento compacto que proporciona
fotoestabilidad y evita procesos de desorcion. Sin embargo, resulta bastante tedioso y es
dificil de controlar, con lo frecuentemente no se obtienen recubrimientos homogéneos y
aparecen problemas de agregacién®. Ademas esta capa de silice que se deposita debe ser

modificada mediante reacciones posteriores para permitir la union a biomoléculas.

iii. Intercambio de ligandos

En esta estrategia las moléculas que rodean a los QDs son reemplazadas por
moléculas bifuncionales que generalmente contienen grupos tioles (-SH) en uno de los
extremos, ya que tienen alta afinidad por metales de los que suelen componer los QDs como
son Zn, Cd o Pb. Ademas estos ligandos suelen tener un grupo funcional polar en el otro

extremo encargado de permitir la solubilidad en medios polares**.
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Esta ruta de modificacion es muy sencilla y puede ser utilizada para una gran variedad
de ligandos con grupos funcionales que permitan la posterior bioconjugacion de los QDs. Esta
estrategia también puede presentar algunas desventajas, ya que puede proporcionar
dispersiones coloidales con una baja estabilidad debida a la desorcién de los ligandos*”. Este
problema puede minimizarse utilizando determinados recubrimientos con suficiente afinidad
y varios puntos de anclaje a la nanoparticula, originando asi QDs solubles con alta estabilidad

a largo plazo.
A.1.4.2. Tipos de ligandos empleados en la solubilizaciéon de QDs

Un ligando hidrofilico ideal debe tener las siguientes caracteristicas>®:
* Proveeralos QDs de solubilidad y estabilidad coloidal en medio bioldgicos acuosos
* Hacer que se mantengan las propiedades fotofisicas nativas de los QDs en medios
acuosos, asi como protegerlos del photobleaching.
* Tener grupos funcionales que puedan ser conjugados a biomoléculas.
* Deben minimizar el radio hidrodinamico total.

Como se ha descrito en el apartado anterior, una de las estrategias mas simples y
empleadas con mayor frecuencia en la solubilizacion de QDs es la modificacion de su
superficie mediante un procedimiento de intercambio de ligandos. En el caso de recurrir a
esta estrategia o en el caso de la sintesis para obtener QDs directamente solubles en medios
acuosos, los primeros estudios recurrian al empleo de recubrimientos de moléculas pequefias
(mercaptoetanol, acido mercaptoacético, cisteamina, etc). Sin embargo, este tipo de
moléculas no consiguen estabilizar las nanoparticulas en medios de fuerza idnica elevada y se
ven afectados por cambios en el pH de la disolucién, lo que conlleva finalmente a la
agregacion y precipitacion. Ademas, este tipo de moléculas presentan limitaciones a la hora
de trabajar en medios ricos en proteinas, ya que presentan problemas de adsorciones
inespecificas a estas. Alternativamente, los recubrimientos poliméricos pueden minimizar
estas adsorciones. Sin embargo, este tipo de recubrimientos aumentan el radio
hidrodinamico efectivo de los QDs. Cuando se introducen estas nanoparticulas con un radio
hidrodindmico elevado en medios celulares pueden ser reconocidas y eliminadas por
endocitosis u otros mecanismos, no llegando a cumplir su funcion. En metodologias
fotoluminiscentes dependientes de la distancia, como son las que utilizan mecanismos de

transferencia de energia (FRET) es complicado utilizar polimeros o ligandos de gran longitud.
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Afortunadamente gracias a la cantidad de estudios realizados sobre la solubilizacion
de nanoparticulas, existen numerosos tipos de ligandos alternativos disponibles que pueden
ser empleados para estabilizar los QDs sin sufrir este tipo de problemas. En el caso de los QDs,
como ya se ha mencionado anteriormente, se han venido utilizando con profusién ligandos
tiolados debido a la alta afinidad de este grupo funcional por lo metales que componen los
nucleos, aunque se pueden utilizar otras estrategias de anclaje del ligando. En funcion del
numero de grupos tiol presentes en los ligandos, se pueden encontrar del tipo monodentado
y bidentado. Ademas se han desarrollado algunas estrategias mediante el uso de ligandos

multidentados con otros grupos funcionales.

i. Ligandos tiolados monodentados

Los comienzos de la modificacion de QDs con ligandos monotiolados se llevan a cabo
en el grupo de Nie, desarrollando un protocolo para conseguir CdSe/ ZnS QDs recubiertos con
acido mercaptoacético. A partir de este punto han sido utilizados otros muchos monotioles

9 0 azUcares derivatizados

como el acido mercaptopropiénico (MPA)?, cisteamina®, cisteina®
con tioles®.

La gran popularidad y el uso extendido de este tipo de ligandos, nace de la facilidad
con la que se pueden utilizar y manejar, su precio y disponibilidad comercial.

Pero debido a que la interaccion metal-tiol es dinamica, los QDs con este tipo de
recubrimientos tienden a precipitar a medio plazo. El pH juega un papel muy importante ya
que en medios ligeramente acidos los grupos se encuentran protonados y pueden desorberse
de los nanocristales. Como consecuencia de la pérdida de densidad en el recubrimiento, la

superficie de los QDs puede quedar expuesta a fendmenos de oxidacion, disminuyendo el

rendimiento cuantico.

ii. Ligandos tiolados bidentados

Para conseguir solucionar los problemas de estabilidad de los recubrimientos
monotiolados, Mattousi y col.>* propusieron el uso del 4cido dihidrolipoico (DHLA), un ditiol
carboxilado, para estabilizar CdSe/ZnS QDs. Tras un proceso de intercambio de ligandos,
estos autores encontraron que las nanoparticulas obtenidas eran estables en un amplio
intervalo de pH y la estabilidad coloidal de las nanoparticulas se mantenia durante largos
periodos de tiempo (desde al menos seis meses hasta mas de dos afios). Sin embargo, debido
a los impedimentos estéricos, la baja densidad de ligandos en la superficie del nanocristal

provocaba en ocasiones la pérdida de la luminiscencia nativa de los QDs.
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Otras ventajas de utilizar este ligando es que permite su modificacion con compuestos
con base de polietilenglicol (PEG) con diferentes grupos funcionales**33. Los recubrimientos
con base PEG proporcionan a las nanoparticulas una biocompatibilidad muy elevada, lo que
para aplicaciones in vitro e in vivo es esencial. Ademas este tipo de ligandos compuestos por
DHLA-PEG se sintetizan ya a la carta (longitud y grupos funcionales), pudiendo utilizarse en

numerosas aplicaciones.

iii. Ligandos multidentados

Los ligandos multidentados ofrecen una alta estabilidad debido a la presencia de
varios puntos de anclaje de los ligandos a superficie de los QDs. Entre estos nuevos ligandos

se encuentran las fosfinas oligoméricas (OPs)*

, que se consiguen a través de las alquilfosfinas
utilizadas para estabilizar los QDs hidrofébicos y un agente entrecruzante como el
diisocianato de hexano para formar un ligando polidentado. Los estudios realizados hasta el
momento demuestran que se consigue mantener el rendimiento cuantico de los QDs nativos,
asi como la estabilidad en un amplio intervalo de pHs (5.5-12) y en medios de elevada fuerza
ionica.

Otro ejemplo de este tipo de recubrimientos que se puede encontrar en la bibliografia
son los copolimeros en bloque como el PEG-b-PDMA®,

Problemas derivados de una reducida disponibilidad, del alto costo de estos ligandos y

la necesidad de llevar a cabo procesos de purificacion complejos (cuando estos son

sintetizados en el laboratorio) limitan el uso actual de estas alternativas.

A.2. APLICACIONES BIOANALITICAS DE LOS QDS: DESARRO LLO
DE INMUNOENSAYOS

Debido a las propiedades Unicas que presentan los QDs éstos aparecen hoy en dia
como prometedores marcadores dpticos, dando lugar tanto a estudios fundamentales como a
su empleo con un amplio rango de aplicaciones en los mas diversos campos como, por
ejemplo, sensores quimicos, catalizadores, bioanalisis, nanomedicina y electrénica. Ademas,
la conjugacion de QDs a moléculas de reconocimiento especificas, como anticuerpos o
aptameros, es el paso de partida para la determinacion selectiva de proteinas y/o acidos
nucleicos a través de bioensayos (p.ej. inmunoensayos).

En efecto, las excepcionales caracteristicas optoelectronicas de estos nanomateriales

junto con la posibilidad de solubilizarlos y/o funcionalizarlos, hacen que estén emergiendo
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como una poderosa “herramienta de visualizacion” (marcadores luminiscentes) reemplazando
el uso de fluoréforos organicos convencionales y marcadores radiactivos utilizados hasta el
momento, ya que solventan muchos de los problemas y limitaciones que presentaban este

tipo de marcas en aplicaciones bioanaliticas.
A.2.1. Generalidades de los inmunoensayos

Los métodos inmunoquimicos de analisis estan basados en la deteccion de la reaccion
o interaccion reversible altamente selectiva entre un anticuerpo (Ab) y su antigeno (Ag).
Actualmente, este tipo de técnicas no sélo se utilizan en el analisis de rutina en el campo de la
quimica clinica, también tienen gran aplicacion para la determinacién de contaminantes
organicos en el medio ambiente y control alimentario. El uso tan extendido de estas técnicas
deriva de su gran selectividad y otras ventajas como son el analisis directo de muestras
empleando un pequefio volumen, un tiempo de analisis relativamente corto, capacidad de
alta frecuencia de muestreoy bajo coste.

Los inmunoensayos pueden clasificarse teniendo en cuenta distintos criterios, asi
podemos encontrar en primer lugar inmunoensayos directos (medida directa del complejo
Ag-Ab) e inmunoensayos con reactivos marcados o indirectos (requieren el uso de material
marcado con un trazador para medir la concentracion de antigeno o anticuerpo presente en
la muestra).

Los inmunoensayos indirectos son los que permiten el analisis de muestras complejas
alcanzando menores limites de deteccidn, por lo que son los que se tratan en este trabajo.

Dentro de los inmunoensayos con marcadores se pueden realizar distintas
clasificaciones segun atendamos a:

(i) Tipo de marca que se emplea para la deteccion: radioinmunoensayos,

inmunoensayos enzimaticos, inmunoensayos fotoluminiscentes.

(i) Si es necesaria una etapa de separacion para distinguir entre la especie marcada
libre y el complejo anticuerpo-antigeno marcado estaremos ante ensayos de tipo
heterogéneo, sino se denominan inmunoensayos homogéneos

(i) El formato de ensayo puede ser competitivo (concentracion de analito
inversamente proporcional a la sefial) o no competitivo (la curva concentracion-

respuesta es creciente).
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A.2.2. Empleo de los QDs en el desarrollo de fluoroinmunoe  nsayos

De entre las técnicas de deteccion utilizadas tipicamente en el desarrollo de
inmunoensayos, la estrategia basada en el uso de marcas luminiscentes es una de las mas
empleadas debido a su elevada sensibilidad, selectividad y su potencial para ser empleada en
medidas in situ, en la propia muestra, sin necesidad de realizar una separacién previa®®.

Como se ha mencionado anteriormente, recientemente, los quimicos analiticos han
comenzado a explorar el empleo de los QDs para el desarrollo de inmunosensores e
inmunoensayos de nueva generacion para aplicaciones bioquimicas. La capacidad de los
conjugados QD-anticuerpo de mantener la funcionalidad de la unidad bioldgica a la que se
une el nanomaterial abrio las puertas a su aplicacion en el campo del bioanalisis y mas
concretamente en las técnicas inmunoldgicas. La primera aplicacion basada en una reaccion
inmunoldgica de aglutinacién fue llevada a cabo por Chan y Nie**. En ella, QDs de CdSe/ZnS
eran covalentemente unidos a inmunoglobulinas tipo G humana y posteriormente se
incubaban con anticuerpos policlonales especificos y BSA. El resultado observado fue que la
presencia de una concentracion de anticuerpo determinada daba lugar a la aglutinacion de los
QDs, visible a través de un microscopio invertido. Mas tarde se desarrollaron ensayos tipo
sandwich para la determinacion de diversos analitos como por ejemplo el realizado por
Goldman y col. para el andlisis de Enterotoxina®. También, gracias a las especiales
caracteristicas optoelectrdnicas de este tipo de marcadores luminiscentes, se ha descrito su
uso en metodologias de transferencia de energia FRET® (Forster Resonance Energy Transfer)
en las que actUan como excepcionales donadores de energia, expandiendo asi el campo de
aplicaciones inmunoldgicas de los QDs. Esta aplicacion reside en la posibilidad de modular la
longitud de onda de emision de los QDs en funcion de su tamafo y composicidn. En este tipo
de metodologia se necesita la solapacidon espectral de una molécula aceptora con una
donadora de energia. Encontrar compuestos con espectros que se solapen es complicado y
limitaba esta estrategia, pero con los QDs es posible obtener excelentes donadores con la
longitud de onda de emisién deseada para cada caso facilmente. En la bibliografia se pueden
encontrar varios ejemplos en los que se utilizan QDs como marcas en distintos tipos de
formatos de ensayos, ya sean sandwich o competitivos*°.

Una de las aplicaciones mas interesantes en este campo fue desarrollada por el grupo
de Mattoussi** llevando a cabo un ensayo multianalito basado en la capacidad de modular la
emision de los QDs en funcion de su tamafio (distintas longitudes de onda de emisidn). En

este estudio consiguieron detectar cuatro toxinas simultdneamente mediante un ensayo

17



Introduccion

ELISA tipo sandwich, marcando cada anticuerpo con un QD de distinto tamafio y llevando a
cabo su deteccion mediante la excitacion simultanea de los QDs con una Unica fuente a una

longitud de onda dada.

A.2.3.Inmunoensayos con nanomateriales como marcadores:

amplificacion de la sefial

En los Ultimos anos la busqueda de biomarcadores es una de las principales lineas de
investigacion en multiples campos: bioquimica, medicina, genética y genodmica,
neurofisiologia, etc. Un biomarcador (también llamado marcador bioldgico) es una sustancia
que ayuda a medir un proceso bioldgico normal o debido una enfermedad asi como la
respuesta a un tratamiento. Los esfuerzos dedicados a este campo se deben a que, por un
lado los biomarcadores ayudan a la deteccion temprana de enfermedades y a su seguimiento
durante y tras el tratamiento de estas y ademas, contribuyen a desarrollar terapias mas
seguras, efectivas y de una manera mas econdmica, permitiendo a la larga una mejora de la
eficiencia en el sistema de salud**.

En efecto, estos biomarcadores se encuentran, en la mayoria de los casos, en niveles
muy bajos de concentracion en fluidos bioldgicos y tejidos, por lo que en el campo del
bioanalisis se intentan desarrollar metodologias que consigan alcanzar niveles de deteccion
muy bajos tanto para la implantacion de métodos de analisis de biomarcadores de forma
fiable y simple como para el descubrimiento y validacion de estas sustancias indicadoras.

En este contexto, hoy en dia, se presta una especial atencion al desarrollo de técnicas
inmunoldgicas para la deteccion de estos analitos debido a que estas técnicas cumplen con los
requisitos de alta sensibilidad y especificidad. En efecto, la posibilidad de desarrollar
inmunoensayos basados en el empleo de nanomateriales fluorescentes como marcadores es
una de las lineas de investigacion de estas nanoparticulas de mayor interés actual en el
ambito biomédico.

En este sentido, estrategias basadas en la interaccidn antigeno-anticuerpo utilizando
el marcaje con nanoparticulas de oro consiguen alcanzar limites de deteccion

3

extremadamente bajos*’. Estos métodos altamente sensibles se basan en la conocida

capacidad que tienen las nanoparticulas de oro para la deposicién catalitica de oro o plata*+*°,

En la bibliografia existen varios ejemplos del empleo de “inmunooro” con amplificacion
metalica para el desarrollo de ensayos con diferentes métodos de deteccion como

47,4

. . 146 , 8 .
microgravimetria®”, electroquimicos o por espectrometria de masas con fuente de plasma
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de acoplamiento inductivo (ICPMS)*°. Esta Ultima es especialmente atractiva debido a las
grandes ventajas que posee esta técnica como son su extremada sensibilidad para la
deteccién de metales, los bajos efectos de matriz*°, rangos de trabajo amplios y simultanea
deteccion multielemental e isotdpica, por lo que tiene elevado potencial para el analisis
multianalito.

La extremada capacidad del ICPMS y su aplicacion en el campo de los nanomateriales
no solo se limita a ser empleado como simple sistema de deteccion, ademas también esta
demostrando ser una potente herramienta para la caracterizacién de nanoparticulas™,
imprescindible para su uso de estas en las aplicaciones que se quieran desarrollar. Esta técnica
también ha conseguido mejorar los limites de deteccidn alcanzados por la fluorescencia en
inmunoensayos basados en el empleo de CdSe/ZnS QDs como marcas>®, debido a la
amplificacion elemental que proporcionan estas nanoparticulas formadas por cientos de
atomos. En este sentido, el empleo de QDs en inmunoensayos permitia con el mismo sistema
la deteccion de compuestos de interés en primer lugar mediante técnicas luminiscentes y si
fueran necesarios mejores limites de deteccion utilizar ICPMS.

Por otro lado, es de esperar que debido a la elevada relacion area/volumen los QDs
tengan actividad catalitica, existen algunos estudios donde se refleja la actividad fotocatalitica
de los QDs* pero para la deposicion de metales su capacidad esta aun por explorar. Si esto
pudiese llevarse a cabo seria posible la deteccidon fotoluminiscente y posterior medida por
ICPMS con amplificaciéon elemental debida a los QDs o mediante amplificacion metalica, en

ambos casos para obtener mayor sensibilidad.
A.3. ANTIGENO PROSTATICO ESPECIFICO

El antigeno prostatico especifico (frecuentemente abreviado por sus siglas en inglés
“PSA”) es una glicoproteina de 33 kDa sintetizada por células de la glandula prostatica. Su
medida en suero constituye un valioso biomarcador para el diagnostico, prondstico y
seguimiento del cancer - tanto localizado como metastasico- y otros trastornos de la prostata,
como la prostatitis®*. En efecto, los niveles normales en sangre de PSA en los varones sanos
son muy bajos y se elevan en la enfermedad prostatica.

Esta proteina puede encontrarse en el suero libre o complejada de diferentes formas,
pero actualmente en las pruebas clinicas se utiliza la medida de PSA total (tPSA), que engloba

todas las formas. Aunque los niveles pueden variar de un individuo a otro debido a diferentes
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razones, concentraciones de tPSA en suero por encima de 4 ng/mL indican una alta
probabilidad de padecer un proceso tumoral de este tipo®°.

Los niveles de tPSA no sdlo se utilizan para el diagndstico de la enfermedad, también
se usan como indicador de la respuesta al tratamiento con terapias adyuvantes (quimioterapia,
radioterapia, terapia con hormonas, terapia dirigida, terapia bioldgica, etc.) y recurrencia tras
una prostatectomia radical, intervencion donde se extirpa la glandula prostatica y algunos
tejidos que se encuentran alrededor de ésta, con el fin de eliminar los tumores. En este caso se
eliminan en gran parte las fuentes de produccion de PSA, por lo que los niveles disminuyen
hasta los pocos pg/mL56.

Los inmunoensayos comercialmente disponibles con menores limites de deteccion
pueden llegar a detectar 0.1 ng de PSA por mL de suero. Estos limites son adecuados para el
diagndstico del cancer de prdstata pero no son suficientemente bajos para el control tras los
tratamientos.

Por otro lado, en los Ultimos afos se ha descubierto que en diversos tejidos y érganos
como ovarios y mamas, también es posible la produccion de PSA, llegando a encontrarse
concentraciones muy bajas de esta proteina en el suero de mujeres®’. Recientes estudios
parecen indicar que niveles anormalmente elevados de PSA (por encima de 1 pg/mL) en el
suero de mujeres podrian estar relacionados con el cancer de mama. Las mamografias son el
primer método de control de este cancer y aunque con esta prueba se detecta un elevado
numero de casos, tiene una tasa de falsos negativos del 31%5%. Se conocen otros
biomarcadores del cancer de mama como son el antigeno carcinoembrionico (CEA) y otros
antigenos como CA15-3y CA27-29 pero se encuentran en niveles elevados en menos de un 50%
de los pacientes con metastasis y no son suficientemente especificos para el diagndstico
precoz o el control de la recurrencia del cadncer de mama®°. Debido a ello, los investigadores
estan intentando relacionar los niveles de PSA con el cancer de mama para intentar utilizar
esta proteina como biomarcador especifico para el diagndstico y control del cdncer de mama,
pero este propdsito es complicado debido a los niveles tan bajos de esta proteina que se

pueden encontrar en el suero de las mujeres.
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B.OBJETIVO



En la Introduccion de este trabajo de investigacion se ha puesto de manifiesto el
elevado potencial que ofrecen los “quantum dots” (QDs) como alternativa a los lumindforos
convencionales en el desarrollo de metodologias fotoluminiscentes de bioanalisis. En este
sentido, existe actualmente una importante actividad investigadora orientada hacia la sintesis
de nanoparticulas luminiscentes coloidales con elevada estabilidad, de reducida toxicidad
biocompatibles y que ademas, presenten novedosas propiedades luminiscentes.
Particularmente, recientemente se ha estudiado la posibilidad de dopar nanoparticulas
semiconductoras con impurezas metalicas, obteniendo quantum dots con una emisidn

luminiscente con propiedades similares a la fosforescencia.

Por otro lado, en la bibliografia se pueden encontrar diversos ejemplos del uso de QDs
fluorescentes como marcas para el desarrollo de metodologias inmunoquimicas de analisis
para la determinacion de distintas biomoléculas en muestras bioldgicas. Sin embargo, el
empleo de QDs fosforescentes con estos fines es practicamente inexistente, a pesar de las
grandes ventajas que supone la deteccion por medidas de fosforescencia en muestras

bioldgicas, como ya se comentd en apartados anteriores de la introduccion.

Por todo ello, el objetivo planteado en este proyecto consistio en llevar a cabo la
sintesis, caracterizacion y funcionalizacion de nanoparticulas metalicas fosforescentes
para su empleo como nuevas “marcas” en inmunoensayos determinando PSA como
analito modelo. Ademas, debido a la necesidad de mejorar los limites de deteccion de las
técnicas actuales para la determinacion de esta proteina tras procesos quirlrgicos o para
relacionarla con el cancer de mama, se intento explorar la capacidad de los QDs

fosforescentes para desarrollar metodologias de amplificacion.

Metodoldgicamente, este objetivo general ha sido abordado a través de los siguientes

objetivos parciales:

1.  Disefo y puesta en practica del proceso de sintesis de quantum dots de ZnS

dopados con Mn** directamente solubles en medios acuosos.

2.  Modificacion del recubrimiento superficial de los QDs mediante un proceso de
intercambio de ligandos utilizando un recubrimiento bidentado para mejorar
sus caracteristicas fotoluminiscentes, asi como eliminar los problemas

relacionados con adsorciones inespecificas.
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Caracterizacion de las nanoparticulas sintetizadas analizando la forma vy
tamafno, su emision luminiscente y las distintas variables quimicas e

instrumentales que podrian afectar a su luminiscencia.

Desarrollo una metodologia para bioconjugar anticuerpos a estas
nanoparticulas y posterior disefio de un inmunoensayo genérico. Se persigue,
de este modo, disefar una estrategia genérica de marcaje de anticuerpos con
este tipo de nanoparticulas para poder ser aplicada en el desarrollo futuro de

técnicas inmunoquimicas fotoluminiscentes de analisis para cualquier proteina.

Evaluacion del potencial de los QDs fosforescentes para metodologias de

amplificacion elemental en inmunoensayos con deteccion por ICP-MS.

Evaluacion de la actividad catalitica de los QDs fosforescentes para la
amplificacion metalica con el fin de desarrollar en el futuros inmunoensayos

altamente sensibles.
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C. EXPERIMENTAL



C.1.

Experimental

INSTRUMENTACION Y REACTIVOS

En esta seccion se describe la instrumentacion y reactivos de caracter general

utilizados para el desarrollo del trabajo de investigacion.
C.1.1.Instrumentacién empleada

= Espectrofotometro de luminiscencia Varian Cary Eclipse (Varian Ibérica) equipado con
lampara de Xenon (potencia de pico equivalente a 75KW), monocromadores Czerny-Turner
y detector mediante tubo fotomultiplicador modelo R-298 y lector de microplacas ELISA.

= Espectrofotdometro UV/Vis/NIR modelo Lambda goo Perkin Elmer.

» Microscopio electronico de transmision de alta resolucion (HRTEM) modelo MET JEOL-JEM
2100F.

» Microscopio electrénico de transmision (TEM) modelo MET JEOL-2000 EX-II.

* Equipo de medidas de Dinamic Ligth Scattering (DLS) Zetasizer NanoZS (Malvern
Instruments Ltd, Reino Unido).

= Sistema de separacion Asymetrical Flow Field Flow Fractionation AF2000 MT Postnova
Analytics (Alemania)

= Espectrometro de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) modelo
Agilent 7700 series (Japon).

» pHmetro modelo micro pH2000 (Crison)

* Balanza Precisa 180A, con precision hasta + 0,01mg.

* Equipo de agua Milli-Q Advantage, Millipore.

* Rotavapor Heidolph WB2000/VV200o0.

= Centrifuga Biofuge Stratus, Heraeus.
C.1.2.Material

®» Celda de cuarzo convencional para medidas de luminiscencia, Hellma (modelo 101-QS con
paso optico de 10 mm).

® Celda de cuarzo para medidas de luminiscencia, Hellma (50 pL con paso dptico de 10 mm).

* Manta calefactora modelo Fibroman-N (J.P. Selecta) acoplada a un sistema de control
digital de temperatura modelo Electemp (J.P. Selecta).

= Agitador magnético modelo RCT basic (Kika werke).

» Micropipetas Labmate y Finnipipette de volUmenes variables y ajustables.

» Lampara UV con longitud de onda de emision de 365 nm 6 W (Vilber Lourmat).
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* Filtros de ultrafiltracion Amicon Ultra de 10 y 100 kDa de tamafo de poro de membrana
(Millipore).

* Tubos Eppendorf con volumenes de 0.5y 1.5 mL.

» Linea de vacio.

» Material volumétrico de vidrio de calidad contrastada.

= Placas ELISA Lumitrac 600 g6-well plates
C.1.3.Reactivos y disoluciones

Todos los reactivos utilizados fueron de grado “pureza analitica” y no se ha realizado
ningun tipo de purificacion previa a no ser que se indique lo contrario. Las disoluciones
acuosas han sido preparadas disolviendo la cantidad adecuada de reactivo sélido y utilizando
agua ultrapura desionizada obtenida en un sistema Milli-Q System.

Reactivos para la sintesis de QDs:
= Sulfuro de sodio nonahidratado (Sigma-Aldrich).
= Cloruro de zinc heptahidratado (Merk).
» Acido 3- mercaptopropiénico (Merk).
* Cloruro de manganeso tetrahidratado (Merk).
= Acido clorhidrico (Merk).
* NaOH (Sigma-Aldrich).
= Etanol (Prolabo).
Reactivos para la modificacién del recubrimiento:
* Acido a-lipoico (Sigma-Aldrich).
* Borohidruro de sodio (Sigma-Aldrich).
» Acido acético glacial (Merk).
= Tolueno (Merk).
= Sulfato de sodio (Sigma-Aldrich).
= Metanol (Prolabo).
= Terbutodxido de potasio (Sigma-Aldrich).
Reactivos y disoluciones para la caracterizacion y demds estudios:
= Disoluciones reguladoras: buffer de borato de sodio (SBB) 50mM pH 12, bicarbonato
de sodio 0.1 M pH 10, buffer carbonato/bicarbonato de sodio pH 9 y pH 8, buffer de
fosfatos (PBS) 10mM pH 7.4, buffer MES (acido 2-(N-Morfolino) etanosulfénico de pH
5.5y6.5

» Yoduro de potasio (Merk).

26



Experimental

= Bromuro de sodio (Merk).

= Sulfito de sodio (Merk).

= Acetato de amonio (Sigma-Aldrich).

= Cloruro de N-Etil-N'-(3-dimetillaminopropil)carbodiimida (Fluka)

= N-hidroxisuccidimina (Sigma-Aldrich)

= Detergente Tween2o (Sigma- Aldrich).

= Anticuerpo monoclonal de rata contra IgG+IgM de conejo (Acris).AM08099PU-N
= |gG conejo (Servicio Biotecnologia y cultivos celulares, Servicios Cientifico-Técnicos
UNIOVI).

= Anti-rata marcado con HRP (Sigma-Aldrich ) Ago37

= Kitrevelado ELISA espectrofotométrico TMB kit (Fisher).

= Anticuerpo anti-PSA (Abcam ab19554)

= Anticuerpo anti-PSA (Abcam ab10186)

= Antigeno especifico prostatico humano (Abcam ab78528)

= Anticuerpo secundario anti-raton IgG (Abcam ab9163)

C.2. PROCEDIMIENTO DE SINTESIS DE QUANTUM DOTS
FOSFORESCENTES

En la bibliografia se han propuesto diferentes rutas para llevar a cabo la sintesis de
quantum dots de nucleo ZnS y solubles en medio acuoso. En este trabajo, se ha realizado la
sintesis de quantum dots de nucleo de ZnS dopados con manganeso, para obtener
nanoparticulas con propiedades luminiscentes similares a la fosforescencia. Este proceso de
dopaje eleva el grado de complejidad de la sintesis, ya que estas nanoparticulas dopadas
deben ser solubles en medio acuoso para garantizar sus aplicaciones analiticas. Estudios
previos realizados en el grupo de investigacion en el que se ha realizado este trabajo, iniciaron
la sintesis de QDs de ZnS dopados con Mn y estabilizados con un recubrimiento superficial de

I : 616
L-cisteina° siguiendo una ruta basada en un trabajo de Y. He y colaboradores*"2.

Ya que el objetivo general de este trabajo es desarrollar QDs con capacidad de ser
funcionalizados con biomoléculas para su posterior utilizacion en el desarrollo de
metodologias fotoluminiscentes de analisis, tras una serie de ensayos llevados a cabo en el
laboratorio, se decidid no utilizar el recubrimiento de L-cisteina para tal fin. Esta decision se
tomao en base a que se encontro experimentalmente que al emplear un recubrimiento de L-
cisteina, la presencia de dos grupos funcionales (carboxilo y amino) susceptibles ambos de

bioconjugacion (fig. 7A), posibilita la obtencion de uniones biomolécula-QDs de diferente
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naturaleza, obteniéndose una bioconjugacidon heterogénea dificil de controlar. Por tanto, se
decidid iniciar la sintesis de ZnS QDs dopados con Mn** empleando un recubrimiento
funcionalizado con un grupo tiol, para su anclaje a la nanoparticula, y con un Unico grupo
carboxilo que confiere solubilidad en agua a los QDs , es susceptible de bioconjugacion y
permite garantizar un proceso de bioconjugacion posterior mucho mas homogéneo. La
especie seleccionada bajo estas condiciones fue el acido 3-mercaptopropidnico (MPA),
esquematizado en la figura 7B. Se ensayaron ademas otros recubrimientos pero este
proporciond unas nanoparticulas altamente luminiscentes, directamente solubles en medio

acuoso mediante un proceso de sintesis simple y reproducible.

A. B.
i
O .
H S /\H\ |:| H \';Y‘" \‘\,‘_...' S H
hH2 HO

Figura 7: recubrimientos A) L-cisteina B) dcido 3-mercaptopropionico

La sintesis de las nanoparticulas de Mn*":ZnS se llevo a cabo en nuestro laboratorio,
en varias etapas que se describen a continuacion y aparecen esquematizadas en la figura 8:

En primer lugar se preparan disoluciones acuosas de los reactivos necesarios para la
sintesis. Se mezclan en un vaso de precipitados, 5.00 mL de ZnCl, 0.1M, 0.15 mL de MnCl,
0.1M (10% HCl), 0.17 mL de acido 3-mercaptopropionico y 44.68 mL de agua Milli Q.

A continuacion, se lleva la mezcla a pH 11 con NaOH 1My se vierte el contenido en un
matraz de tres bocas, colocado en una manta calefactora equipada con un termopar y un
controlador de temperatura.

La mezcla se desoxigena durante 30 min bajo agitacion constante y atmosfera de
argon, tras este tiempo se inyectan rapidamente 5 mL de Na,S 0.1M, manteniendo la
agitacion y el flujo de argdn durante 20 min.

A continuacion, se eleva la temperatura de la disolucidn a 50°C, al aire y bajo agitacion
continua durante dos horas, para someter a las nanoparticulas a un proceso de
envejecimiento, con el que se consigue incrementar su cristalinidad®.

Tras el proceso de sintesis es necesaria una etapa de purificacion en la que se elimina
el exceso de reactivos. Se lleva a cabo mediante sucesivos lavados y procesos de
ultracentrifugacion a 5000 rpm en etanol (2x 15 min y 2x 5 min), descartando el sobrenadante.

Finalmente el precipitado obtenido se seca al vacio obteniéndose los quantum dots

solubles en medio acuoso como un polvo de color pardo.
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Figura 8. Proceso de sintesis de ZnS QDs dopados con Mn** y solubilizados con MPA

La estructura de los QDs propuestos sugiere que el acido 3-mercaptopropionico puede
enlazarse a los nicleos de ZnS mediante enlaces covalentes coordinados, formando
nanoparticulas con un recubrimiento que le confiere la solubilidad en agua. El grupo tiol (-SH)
del MPA, puede enlazarse a los dtomos de Zn del nucleo de los quantum dots y su grupo

carboxilico le proporciona a la nanoparticula su solubilidad en medio acuoso.

C.3. OBTENCION DE ZNS QDS RECUBIERTOS CON DHLA

Tal y como se mencion6 en la introduccion, el empleo de ligandos bidentados para
estabilizar los QDs ofrece un importante nUmero de ventajas en términos de estabilidad
coloidal y propiedades tanto luminiscentes como fisicas de las nanoparticulas dispersas en
medios acuosos. Por ello, en una sequnda etapa, se decidié modificar el recubrimiento original
de los QDs sintetizados en el laboratorio con acido dihidrolipoico (DHLA).

Para ello, se partidé de acido a-lipoico al que sometié a una reaccidn de reduccion. La
forma reducida, DHLA, se encuentra comercialmente disponible pero a un precio muy elevado.
Con el ligando obtenido se procedié a modificar el recubrimiento de MPA por el de DHLA

mediante la estrategia de intercambio de Iigand0563.
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C.3.1.Reduccion del acido lipoico

Para la reduccion del acido lipoico en primer lugar se afiaden 117 mL de bicarbonato
de sodio 0.25 M a 6 g de este acido en un bano de hielo (0-4°C). Posteriormente es necesario
adicionar borohidruro de sodio para que tenga lugar la reaccion de reduccion. Esta etapa se
llevé a cabo mediante la adicidn a la mezcla inicial de 1.2 g de NaBHg4 en varias pequeias
porciones y bajo agitacion.

La mezcla se mantiene con agitacion 30 min. A continuacion la disolucion se acidifica
a pH 1 con acido acético glacial, se afiaden 30 mL de tolueno y se extrae la fase organica
mediante un embudo de decantacion. Este proceso se repite tres veces para obtener el
maximo rendimiento.

Tras este proceso se elimina el agua de la fase organica mediante la adicion de sulfato
de sodio anhidro y posterior filtracion de éste. A continuacion se elimina el tolueno al vacio en
un rotavapor de presion controlada, obteniéndose un liquido amarillo.

Finalmente puede llevarse a cabo la purificacion del DHLA mediante un proceso de

destilacion a vacio.
C.3.2.Proceso de intercambio de ligandos

Para la modificacidn del recubrimiento de las nanoparticulas, se deposita 10 mg de
polvo de ZnS QDs dopados con Mn*" y 1 mL de DHLA en un vial de vidrio. Esta mezcla se
mantiene a 80°C en un bafio de agua con agitacion constante durante 2 horas (el proceso se
recoge esquematicamente en la figura 9). Tras este tiempo se puede continuar con el
procedimiento, pero si se mantiene la agitacion durante varias horas, el proceso de
intercambio de ligandos se ve favorecido.

A continuacion se afaden 3-5 mL de metanol y se desprotonan los grupos carboxilicos
mediante la adicion de exceso de terbutoxido de potasio, afnadido en pequeias cantidades
hasta total precipitacion de las nanoparticulas.

Posteriormente la disolucion se centrifuga 5 min a 5000 rpm descartandose el
sobrenadante. El precipitado se redisuelve en agua y se lleva a cabo un procedimiento
adicional de purificacion para eliminar el exceso de reactivos y disminuir el pH mediante
ultrafiltracion con un Amicon de 10 kDa.

El producto resultante se almacena en agua Milli-Q o en buffer de fosfatos PBS 10 mM

pH 7.4, a 4°C hasta su uso.
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Figura 9. Intercambio de ligandos MPA a DHLA

C.4. CARACTERIZACION DE LOS QDS FOSFORESCENTES

Cuando se trabaja con nanoparticulas y en este caso concreto con QDs, es
indispensable recurrir a distintas técnicas de caracterizacion no sélo para conocer su tamafno y
comportamiento quimico sino también, para conseguir una alta reproducibilidad en la sintesis
y control sobre ellas para poder utilizarlas en las condiciones ideales en las aplicaciones que se
pretendan desarrollar. Por ello, en este apartado se recogen los diferentes estudios realizados
de caracterizacion, tanto de tamano y forma de las nanoparticulas que se han sintetizado,
como de sus propiedades luminiscentes en diferentes entornos quimicos. A lo largo del
estudio se ha procurado evaluar el potencial bioanalitico de los ZnS QDs dopados con Mn**

frente a los fosfordforos tradicionales.
C.4.1. Tamafo y forma

La microscopia de transmision electronica es una técnica de imprescindible en los
estudios de nanomateriales debido a su gran poder de resolucion. Concretamente en el caso
de los QDs, permite establecer la forma, estimar el grado de homogeneidad o llevar a cabo la
medicion precisa del tamafio del nucleo de la nanoparticula. En este trabajo se utilizd la
técnica HRTEM (Microscopia de Transmision Electrdnica de alta resolucion), ya que con ella se
puede obtener una medida mas precisa del tamano de nanoparticula y visualizar los limites
del entramado cristalino. Ademas el equipo utilizado permite obtener la composicion
elemental de una zona de la imagen mediante EDX (espectroscopia de energia dispersiva de
rayos X), lo que permite asegurar que lo que se esta visualizando corresponde a un nucleo de

la nanoparticula.

En nuestro caso, empleando la técnica HRTEM, se tomaron fotografias de una rejilla
de Cu sobre la que se depositd previamente una pequeia cantidad de disolucion acuosa de

quantum dots de Mn*":ZnS con recubrimientos de MPA 'y de DHLA. A modo de ejemplo, en la
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figura 10 se recoge una de las multiples fotografias obtenidas. Como puede verse la sintesis

llevada a cabo origind QDs de forma aproximadamente circular y con una distribucion de

tamafios homogénea y en torno a 3-4 nm, datos concordantes con la bibliografia encontrada
61,64

para este tipo de nucleos

Figura 10. Imagen HRTEM de ZnS QDs dopados con Mn**y recubiertos con MPA.

Las fotografias realizadas para los QDs recubiertos con DHLA son muy similares que
las del recubrimiento de MPA, con lo que se confirma que los nucleos no sufren aparentes
modificaciones en tamafio y forma tras el proceso de intercambio de ligandos.

Hay que tener en cuenta que mediante esta técnica lo que se observan son
nanoparticulas bajo condiciones de vacio o sequedad. En medio acuoso, cuando los QDs se
encuentran dispersos, la morfologia o el tamafno pueden ser diferentes. Por ello, para
caracterizar el tamafio en medio acuoso, se realizaron medidas de DLS (dispersion de luz
dindmica). Esta técnica nos permite conocer la distribucion de tamafios teniendo en cuenta
tanto el nucleo como el recubrimiento de las nanoparticulas, ya que los datos que se obtienen
son de medidas de radio hidrodinamico (tamafio del nicleo sumado al del recubrimiento en
disolucion y entorno de hidratacion).

Al realizar las medidas de DLS se encontrd que los QDs con recubrimiento de MPA
presentan una pequeiia dispersion de tamano, con un didmetro hidrodinamico cercano a los 7
nm. Mientras que en el caso de los QDs solubilizados tras el proceso de intercambio de
ligandos, las medidas de DLS muestran que tiene lugar un incremento del didmetro de las

nanoparticulas alcanzando un valor medio cercano a los 14 nm, por lo que podemos concluir
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que el proceso de intercambio de ligandos tiene lugar de forma efectiva (figura 11) y podemos

seguir caracterizando los QDs con recubrimiento de DHLA.
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Figura 11. Medidas radio hidrodinamico de QDs de ZnS dopados con Mn** mediante DLS:

A) recubiertas con MPA B) recubiertas con DHLA.

C.4.2. Asymmetric Flow Field-Flow Fractionation (AF4)

Para completar la caracterizacion de los QDs se utilizd una técnica hibrida consistente
en una técnica muy novedosa y potente de separacion en el campo del estudio de las
nanoparticulas FFF (Field-Flow Fractionation)®. Ademas, puesto que los QDs poseen un
nucleo constituido por un numero elevado de atomos metalicos, como sistema de deteccion
se utilizo la espectrometria de masas con fuente de acoplamiento inductivo (ICP-MS).

En los procesos de sintesis de QDs se pueden formar nanoparticulas o especies
secundarias que no tienen la composicion de nucleo esperada. El sistema hibrido (AF4-
ICPMS) permitiria conocer, gracias al poder de separacion, la distribucion de tamafos
existentes en la disolucion coloidal obtenida tras la sintesis de las nanoparticulas en el caso de
que las muestras estén formadas por diferentes poblaciones. Mediante la deteccion por
ICPMS es posible detectar de forma muy sensible la presencia de metales en estas
poblaciones.

Para realizar este estudio se utilizaron muestras acuosas de QDs de ZnS dopados con

Mn** con recubrimiento recubrimiento de DHLA, utilizdndose el programa de separacion
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recogido en la tabla 1, empleandose como fase moévil acetato de amonio 0.1%. Mediante el

sistema de deteccion ICPMS se monitorizo el *>Mn.

Tabla 1. Programa de separacion utilizado en AF4- ICPMS

Volumen de inyeccion 20 uL

Tiempo de inyeccion 4 min
Cross Flow 1.5 mL/min

Rampa 10 min

En la figura 12, se puede observar que cuando se monitoriza el Mn, tras la introduccion
de los QDs en el sistema AFy, el fractograma obtenido presenta un Unico pico completamente
definido, lo que parece indicar que, en principio, tras el proceso de sintesis e intercambio de
ligandos sélo se forma una poblacién de nanoparticulas conteniendo manganeso bastante
homogénea. Los resultados obtenidos mediante AF4 concuerdan con los anteriormente

observados con otras técnicas.

cps *Mn
g

0 s 10 15 20 »
Tiempo (min)

Figura 12. Fractograma de ZnS QDs dopados con Mn**

Poder aplicar esta técnica a los Mn*":ZnS QDs permitiria llevar a cabo el estudio y

caracterizacion de los bioconjugados obtenidos posteriormente con este recubrimiento,
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ademas de la optimizacion de la reaccion de bioconjugacion por esta técnica tan novedosa

con deteccion elemental por ICPMS u otros detectores moleculares.
C.4.3. Caracteristicas fotoluminiscentes

Para el estudio de las propiedades fotoluminiscentes de los QDs de ZnS dopados con
Mn** en diferentes entornos quimicos se hicieron medidas tanto de espectroscopia
fluorescente/fosforescente como de absorcion molecular.

Las medidas fosforescentes se llevaron a cabo en discontinuo empleando una celda de
luminiscencia de cuarzo convencional (Hellma, modelo 101-QS) con un paso 6ptico de 10 mm.
Las variables instrumentales, incluyendo los anchos de las rendijas de excitacion y emision, los
tiempos de demora y apertura, voltaje del detector, etc., fueron debidamente optimizados
con el fin de obtener la mayor sensibilidad en la deteccion de la luminiscencia de los quantum
dots evaluados.

En la figura 13, se muestran los espectros de excitacion y emision de los quantum dots
de ZnS dopados con manganeso. Como se puede comprobar, se observa la banda de emision
fosforescente esperada, debido a la transicion prohibida (“T1->°A1) que se produce en torno a

590 nm cuando se excita la muestra a una longitud de onda de 290 nm.

1000 A
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Figura 13. Espectro de emision fosforescente de una disolucion de Mn**: ZnS QDs

Del estudio realizado se seleccionaron las longitudes de onda de excitacion y emision
de 290y 590 nm respectivamente, un tiempo de retardo, td (tiempo tras el cual se comienza a
registrar la emision), de 0.2 ms y un tiempo de apertura, tg (tiempo durante el cual se registra
la sefial), de 5.00 ms, para los estudios posteriores.

Ademas, los estudios realizados han demostrado que, a pesar del dopaje metalico, se
puede registrar también una emision fluorescente residual en torno a 420 nm (figura 14),

propia del nucleo de ZnS sin dopar y que se recoge en la bibliografl'a64.
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Figura 14. Espectro de emision fluorescente de una disoluciéon de Mn**": ZnS QDs

En el caso de los espectros de absorbancia molecular se puede encontrar un maximo
de emision a 290 nm (figura 15) correspondiente al exciton de los nucleos de ZnS. Las

disoluciones acuosas de este tipo de QDs no presentan coloracion.

0.50

0.45

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
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Figura 15. Espectro de absorbancia UV-Vis de una disoluciéon de Mn*": ZnS QDs

Para completar el estudio, se llevaron a cabo medidas del tiempo de vida media de la
emision fosforescente de estos quantum dots. Se encontrd que el mejor ajuste de la curva de
desactivacion (figura 16) coincidia con un ajuste tipo doble exponencial (ecuacion 1) donde
hay dos componentes: una desactivacion rapida T1y otra lenta T2. En ambos casos, las vidas
medias son del orden de los milisegundos, propios de la emision fosforescente y mucho

_ .y 66
mayores que los obtenidos en quantum dots de emision fluorescente™.

b= A; . e /A, ot/ 4 ¢ (Ecuacién 1)
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Figura 16. Curva de desactivacion de la emision fosforescente de una disolucion de Mn**:

ZnS QDs

C.4.3.1. Efecto del pH

Se evalud el efecto de variaciones del pH del medio sobre la intensidad de emision

luminiscente de los QDs, asi como la absorbancia molecular y los tiempos de vida media. Para

ello se prepararon diferentes disoluciones de quantum dots de Mn*":ZnS conteniendo todas

ellas la misma concentracion de nanoparticulas pero preparadas a partir de una disolucion

madre en un medio tampdn a diferentes pHs.

Como puede observarse en la figura 17A la intensidad varia ligeramente y aunque es

superior para pHs mas basicos, se mantiene estable en un rango entre 5.5y 9. Este intervalo

de estabilidad de pH es valido ya que para las aplicaciones bioanaliticas, en las que se utilizan

pHs en torno a 7, este recubrimiento nos permitiria trabajar sin necesidad de controlar

estrictamente este factor.

A)

800
700
600
500
400
300
200
100

Intensidad (u.a)

B)

pH T; (ms) T; (ms)
‘—N.f__‘ 12 0.6+0.1 | 3.9+0.1
10 0.6+0.1 | 3.9+0.1

05+0.1 | 3.2+0.3

8 05+0.1 | 2.9+0.3

7.4 0.6+0.1 | 3.2+04

6.5 0.6+0.1 | 3.4+04

5.5 0.5+0.1 | 3.5+0.3

7 9 11
pH

Figura 17. A) Variacion de la emision fosforescente en funcion del pH B) Tiempos de vida

media de disoluciones de QDs fosforescentes a diferentes pHs.
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Con objeto de ofrecer una posible explicacion al fendmeno observado, hay considerar
que el pKa de los grupos funcionales del DHLA (Figura 18) empleado como recubrimiento es
cercano a 4.8 para el grupo acido, y 10.3-10.7 para el grupo tiol cuando se cambia el medio en
el que se encuentran los QDs, la acidez del mismo afecta al recubrimiento superficial, siendo

este efecto mayor a pHs en torno a 12 (el grupo tiol se encuentra desprotonado).

g -~ COOH -
|. w-T o i, SR pKa ook 4.85

HE  Bh pK_,=10.7

Figura 18. pka grupos acido y tiol DHLA

En cambio, si se miden los tiempos de vida media de la emision fosforescente (figura
17B), se observan pequefias variaciones en la componente mas lenta pero que se encuentran

dentro del intervalo del error de la medida instrumental.
C.4.3.2. Presencia de atomos pesados

Es bien sabido que la presencia de aniones como el bromuro o el yoduro favorecen la
poblacion del estado triplete excitado cuando se habla de fosforoforos tradicionales,
incrementando la intensidad luminiscente. Para evaluar si este factor tiene efecto en los QDs
sintetizados, se emplearon disoluciones de quantum dots en disoluciones requladoras de pH
12 y 7.4 ya que corresponde al de mayor intensidad de emision y pH mas comUn en medios
bioldgicos respectivamente. Estas disoluciones se prepararon enriquecidas con sales de estos
iones en altas concentraciones, [Nal]=1.2My [KBr]=1.2M..

En ningun caso, la emisidn de los quantum dots se ve incrementada, siendo los valores
mas altos obtenidos los correspondientes a la disolucion de QDs sin presencia de atomos
pesados. Los tiempos de vida media y los espectros de absorbancia tampoco se ven

modificados por la presencia de dtomos pesados.
C.4.3.3. Efecto del O2 disuelto

El oxigeno molecular en estado fundamental esta en estado triplete, de manera
cuando esta presente en una disolucion con un fosforéforo tradicional, aumenta el cruce
intersistemas entre el primer estado singlete excitado y el primer estado triplete excitado
Ademas, aumenta la vida media del primer estado singlete excitado, haciendo asi a la
molécula mas vulnerable a mecanismos de desactivacion no radiantes, por lo que en presencia
de oxigeno la fosforescencia disminuye. Por consiguiente, y teniendo en cuenta su elevada

solubilidad en medios acuosos, suele ser preciso asegurar su eliminacion del medio mediante
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el desplazamiento por burbujeo con un gas inerte como Ar o N, a través de la disolucion o
utilizando un desoxigenante quimico como el NaZSO367.

Por ello, se llevd a cabo un estudio sobre el efecto de la presencia o ausencia del
oxigeno molecular. Para ello se prepararon diferentes disoluciones de quantum dots de
Mn**:ZnS (todas ellas con la misma concentracion de nanoparticulas preparadas a partir de
una disolucion madre en un medio tampon de PBS a pH 7.4) con concentraciones crecientes
de sulfito de sodio como desoxigenante.

Como puede verse en la figura 19 apenas se producen modificaciones significativas en
la intensidad ni en el tiempo de vida de la emisidon fosforescente. Por tanto, se puede
considerar que la emision de los quantum dots de ZnS dopados con manganeso no depende
de los niveles de oxigeno presentes en el medio.

Este aspecto es esencialmente relevante de cara a una futura aplicacion bioanalitica
de estos fosfordforos, ya que evita la necesidad de realizar el siempre tedioso y costoso
proceso de desoxigenacion de las muestras (aspecto indispensable en la mayoria de las

aplicaciones analiticas a temperatura ambiente).

[SO;2] mMm
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Figura 19. Emision fosforescente a concentraciones crecientes de sulfito como agente

desoxigenante
C.4.3.4. Efecto de la fotoactivacion

En el caso de nanoparticulas de CdSe/ZnS numerosos estudios han puesto de
manifiesto que tras un periodo necesario de fotoactivacion la emision se ve
considerablemente mejorada. Este fendmeno se atribuye al hecho de que durante este
periodo de exposicion a una luz UV de forma continua se producen fendmenos de

fotooxidacidn que eliminan los defectos presentes en la superficie del nanocristal.
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Por ello, los quantum dots de Mn*":ZnS a pH 7.4 y pH 12 fueron sometidos a un largo
periodo de fotoactivacion iluminandolos de forma continua a la longitud de onda de
excitacion de los mismos (A.,c = 290nm).

Tal y como muestra la figura 20, la intensidad no se ve alterada, permaneciendo
constante para ambos pHs ensayados.

Este comportamiento diferencial observado para los QDs sintetizados con frente al
comportamiento descrito para el caso de QDs de distinta naturaleza se puede explicar ya que
en la etapa final de la sintesis de estas nanoparticulas, son sometidas a un proceso de
envejecimiento a temperatura elevada con el que se consigue mejorar su cristalinidad
(evitando asi la presencia de defectos superficiales). Ademas, en el proceso de intercambio de
ligandos se eleva la temperatura y se mantiene durante por lo menos dos horas, con lo que
también se podrian eliminar los defectos que quedasen tras el proceso de sintesis. También
puede atribuirse a la intensa emision fosforescente derivada de la estabilidad que le confiere
este recubrimiento a los QDs.

Las curvas de desactivacion de la fosforescencia y espectro de absorbancia tampoco

mostraron cambios apreciables antes y después del proceso de fotoactivacion.
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Figura 20. Monitorizacion de la emisidn fosforescente durante un periodo de

fotoactivacion: Mn**: ZnS QDs con DHLA

Por tanto, podemos concluir que la emision de los QDs fosforescentes sintetizados no
se ve afectada significativamente por parametros como la fotoactivacion (critico en el caso de
quantum dots convencionales de CdSe o CdS) y tampoco por aquellos que suelen modificar la
fosforescencia de fosfordforos orgdnicos convencionales (ej. la presencia de oxigeno, los
atomos pesados o el empleo de medios organizados). Es decir, este tipo de nanoparticulas

presenta una emision fosforescente altamente estable y robusta, no requiriendo tomar
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precauciones especiales o no siendo necesario afiadir reactivos adicionales para obtener una
emision luminiscente intensa.

Es por esto que los nanocristales de ZnS dopados con manganeso se pueden
considerar una herramienta analitica muy robusta para desarrollar metodologias analiticas

fosforescentes para llevar a cabo la deteccidn directa de analitos de interés.
C.4.4.Estabilidad a largo a plazo

Estudios llevados a cabo por distintos grupos de investigacion han puesto de
manifiesto la limitada estabilidad coloidal de los QDs de CdSe cuya superficie se ha
modificado mediante el proceso de intercambio de ligandos, no se consiguen obtener QDs
estables a largo plazo. Para evaluar la estabilidad coloidal de los QDs modificados con DHLA
tras el proceso de intercambio de ligandos se prepararon disoluciones acuosas de los mismos
en buffer SBB pH 12. Se tomaron alicuotas cada cierto periodo de tiempo y se midio la
emision fosforescente. Para poder realizar estas medidas de forma que las variaciones de la
sefial proporcionada por el equipo no afectaran a este estudio, se utilizd como patrén una
disolucién de a-bromonaftaleno 10 M.

Los resultados obtenidos se recogen en la figura 21. Como se puede ver la emisién no
se ve alterada significativamente con el tiempo, incluso tras 8 semanas de almacenamiento a
temperatura ambiente y a la luz. Esta estabilidad superior a otros QDs estabilizados mediante
intercambio de ligandos puede explicarse debido a los dos puntos de anclaje a la
nanoparticula que posee el DHLA, haciendo mas estable el recubrimiento y dificultando la

desorcion de los ligandos.
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Figura 21. Evaluacion de la estabilidad a largo plazo
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C.5. DESARROLLO DE UN INMUNOENSAYO PARA LA DETECCIO N
DE PSA

Una vez llevada a cabo la sintesis, solubilizacion y caracterizacion de los QDs se llevé a
cabo la funcionalizacion de los mismos con anticuerpos. En este punto, se ha de comentar que
en las primeras pruebas en lugar de utilizar los reactivos necesarios para el inmunoensayo
para la PSA, se utilizé una inmonuglobulina G (IgG) de rata contra IgG+IgM de conejo. De la
misma manera, el formato inicial de inmunoensayo es distinto al desarrollado finalmente. Se
procedid de esta forma para optimizar recursos (menor costo de los anticuerpos utilizados) y
puesto que inicialmente el objetivo planteado era Unicamente evaluar el potencial analitico y

la posibilidad de utilizar los QDs fosforescentes como marcas en inmunoanalisis.

C.5.1.Bioconjugacion QDs-anticuerpo
C.5.1.1. Bioconjugacion via carbodiimida

Una vez solubilizados y estabilizados los QDs en medios acuosos, el siguiente paso
para poder emplearlos en aplicaciones bioanaliticas consiste en funcionalizar la superficie de
las nanoparticulas con moléculas que tengan la capacidad de realizar un reconocimiento
selectivo de la especie de interés (por ejemplo a biomoléculas tales como ADN, ARN,
oligonucledtidos, péptidos, anticuerpos, etc.). Con este propdsito se han descrito, con éxito,
distintas estrategias para la conjugacion o unidn de estas biomoléculas a QDs. Asi dentro de
las diversas estrategias propuestas, los QDs que han sido modificados con grupos amino o
carboxilicos facilitan la formacidn de una unidn especifica y estable con la molécula funcional
de interés a través de la creacion de un enlace covalente entre ellos.

En esta linea, en este trabajo se ha llevado a cabo el marcaje de anticuerpos mediante
una estrategia que se basa en la quimica de la carbodiimida (EDC), que consiste en el
establecimiento de un enlace amida entre los QDs y la molécula funcional de reconocimiento
(figura 22).

Conjugacion amino-carboxilo

l+ cr
N~ N
/\N//C ~

o

EDC
J,J\OH ¢ T D NHZ)}(\

/j)\w)’s\

Enlace amida

Figura 22. Estrategia de bioconjugacion mediante el uso de la quimica de EDC

42



Experimental

La reaccion de bioconjugacidon se consigue experimentalmente en el laboratorio,
mezclando en un Eppendorf las cantidades requeridas de anticuerpo (IgG de rata contra
IgG+IgM de conejo), QDs y EDC (N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etil-carbodiimida hidroclorada)
y NHS (N-hidroxisuccidimida) en relaciones (en ppm) 1 : X : X/2.5 : X/5, en buffer de PBS 10
mM pH 7.4 y tween 20 0.05%. La mezcla se deja reaccionar a temperatura ambiente con
agitacion continua durante 2 horas. Esta reaccion sucedera a través de los grupos carboxilo
del recubrimiento de las nanoparticulas y los grupos amino del anticuerpo, formandose un

enlace amida (figura 23).

g " PBS10mMpH 7.4 5 +
S EDC/NHS T202h - S

Figura 23. Esquema de bioconjugacion de ZnS QDs dopados con Mn** al anticuerpo

La reaccion de bioconjugacion no se produce al 100%, por lo que tras el marcaje del
anticuerpo con los QDs se requiere una etapa de purificacion donde se eliminaran los excesos
de reactivos y los productos secundarios que se puedan haber formado. Dicha etapa es de
vital importancia para asegurarnos de que al final tenemos completamente aislado el
bioconjugado deseado, sobre todo de los QDs libres. Se ha comprobado que la longitud de
onda de emision de los QDs no varia tras el proceso de bioconjugacion, por ello al poner un
exceso de estos para conseguir que todo el anticuerpo esté marcado, es necesaria su

separacion para no observar emision procedente de QDs libres.

Existen diferentes estrategias de purificacion en funcidon de las caracteristicas del
bioconjugado obtenido y de la naturaleza de los QDs. Asi, las inmunoglobulinas tienen un
peso molecular entre 140-160 kDa, con lo que en principio los bioconjugados con QDs tendran
un tamaio mayor y es suficiente con utilizar un dispositivo de ultrafiltracion con un cut-off de
100 kDa para eliminar los QDs libres. Este fue, por ello, el procedimiento que se ha sequido de

purificacion, encontrandose que resulto ser efectivo (tal y como se esperaba).
C.5.1.2. Funcionalidad del bioconjugado y relacion QD-Ab

Si se conjugan los residuos de los anticuerpos que forman parte de los lugares de
reconocimiento del antigeno (paratopos), es posible que se pierda la funcionalidad de éste y
como consecuencia no reconozca al antigeno. Por ello, se ha de comprobar que tras el
marcaje del anticuerpo con los QDs el bioconjugado mantiene su funcionalidad. Por otro lado,

al introducir mayor numero de QDs por anticuerpo la sefial analitica sera superior, por lo que
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se debe llegar a un compromiso entre la funcionalidad y el nUmero de QDs bioconjugados al
anticuerpo.

Para ello se realizéd un ELISA espectrofotométrico, cuyo esquema se encuentra
recogido en la figura 24. En primer lugar se tapiza con un anticuerpo genérico de conejo (100
uL/pocillo de 10 pg/mL en PBS 10 mM pH 7.4), esta disolucion se deja incubar 16 horas a 37°C,
a continuacion se tira la disolucion y se bloquea la placa con BSA (200 pL/pocillo al 1%) y se
deja incubar toda la noche a 4°C. Se tira la disolucidn y se lava la placa con 3x200 pL buffer de
lavado (PBS 10 mM pH 7.4, tween20 0,05%). Tras este paso se afaden 100 pL/pocillo de
bioconjugado (relaciones QDs:Ab afadidas en la bioconjugacion 30:1, 20:1, 10:1 y 5:1 en
ppm) y anticuerpo sin bioconjugar de 1250, 750, 500, 250 ng/mL. A continuacidn, tras un
proceso de lavado igual al anterior, se afiaden 100 pL/pocillo de anticuerpo anti-rata marcado
con HRP en una dilucion 1:1000 (peroxidasa de rabano silvestre) que, tras 2 horas de
incubacion y posterior lavado, cataliza la reaccion del TMB (3,3',5,5" tetrametilbenzidina) en
presencia de H202 (100 pL/pocillo TMB:H202 1:1) para dar lugar a un producto coloreado.

Finalmente, tras un tiempo en el que se desarrolla el color, se para la reaccion con 50 pL de

0 o, T So
oﬁ,ﬁ&o T +

H2504 2M.

* IgG de conejo s Sustrato: TMBy
H20,

A Anti-conejo Ig(M+G) % Producto
(rata) coloreado
Anti-rata IgG HRP
(cabra) QD

Figura 24. Esquema inmunoensayo ELISA espectrofotométrico

Se evaluaron las posibles adsorciones inespecificas en funcion de la concentracion de
bioconjugado afadida, que en principio se pudiesen presentar en el inmunoensayo debidas a
los QDs. Para ello, en la mitad inferior de la placa se realizo el mismo procedimiento descrito
anteriormente pero sin afiadir anticuerpo de tapizado, con lo que no se deberia desarrollar

color. A modo de ejemplo, en la figura 25 se muestra la placa obtenida para los bioconjugados

a4



Experimental

20:1 y 30:1 frente al anticuerpo sin bioconjugar. Podemos observar que ambos casos se
desarrolla ligeramente algo menos de color, pero esto puede atribuirse a las diferentes
diluciones que sufre el bioconjugado durante los procesos, ya que para relaciones mas bajas se
obtienen resultados similares. En la parte inferior de la placa se puede observar algo de
coloracidn, lo que podria indicar ligeras adsorciones inespecificas por parte del bioconjugado,

pero a medida que se disminuye la concentracion estas sefiales desaparecen.

g e
)
\3 \Y 7\

Concentracion
bioconjugado

A

Ab sin QD:Ab QD:Ab
bioconjugar 20:1 30:1

Figura 25. Inmunoensayo espectrofotométrico obtenido para relaciones QDs: Ab 20:1 y 30:1

Se realizaron medidas de fosforescencia en disolucion de los distintos bioconjugados
en la misma concentracion. Los resultados obtenidos (figura 26) indican que a medida que se
aumenta la relacion QDs: anticuerpo afiadida en la reaccion, se incrementa la sefial de
fosforescencia. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para las medidas de
fosforescencia en disolucién y mediante el inmunoensayo espectrofotométrico, se decidid
utilizar en los experimentos posteriores una relacién QDs:anticuerpo de 30:1, ya que no se
observa una pérdida apreciable de funcionalidad siendo maxima la sefial de fosforescencia.
Asi mismo, se optd por emplear una concentracion de bioconjugado de 1000 ng/mL ya que las

adsorciones inespecificas no parecen importantes.
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Figura 26. Medidas de fosforescencia en disolucion para diferentes relaciones QDs: Ab

C.5.2. Disefio del inmunoensayo para PSA

Tras la comprobacion y optimizacion de la reaccidon de bioconjugacion se procedio a

desarrollar el imnunoensayo para PSA.

C.5.2.1. Consideraciones preliminares

En este trabajo se optd por el desarrollo de un inmunoensayo con formato tipo
sandwich (no competitivo) en microplacas ELISA, tal como se muestra en la figura 27. Se han
seleccionado dos anticuerpos anti-PSA de diferentes especies (conejo y raton) para llevar a
cabo el inmunoensayo para el reconocimiento de la PSA y, en una etapa posterior, la
deteccion se lleva a cabo empleando un anticuerpo secundario (cabra) marcado con QDs para
la deteccion del sandwich formado.

Se ha decidido desarrollar este formato de analisis por los siguientes motivos:

1. El marcaje del anticuerpo secundario (que no forma parte del sandwich) con las
nanoparticulas evita posibles problemas de atenuacion de la funcionalizacion del
anticuerpo primario, encargado del reconocimiento de la proteina de interés.

2. Este formato constituye una plataforma genérica que en principio permitia
utilizar un sistema similar para la determinacion de otras proteinas o
biomoléculas, tan solo empleando anticuerpos primarios distintos (especificos del
analito de interés), y utilizando el mismo anticuerpo secundario marcado con
QDs. Es decir, de esta forma, no seria necesario repetir y optimizar el proceso
complejo de bioconjugacidn anticuerpo-QD cada vez que se cambiase de analito.

3. Se decidid realizar un inmunoensayo tipo sandwich ya que este formato permite

alcanzar mejores limites de deteccion en muestras complejas.
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4. Se emplearon anticuerpos de diferentes especies para evitar en lo posible

reacciones cruzadas entre estos.
C.5.2.2. Procedimiento experimental

La preparacion del inmunoensayo cuyo esquema se recoge en la figura 27 consta de
varios pasos. Tras llevar a cabo el tapizado de los pocillos de la placa ELISA con el anticuerpo
de captura anti-PSA de conejo (100 pL de 10 pg/mL en PBS 10 mM pH 7.4), esta disolucion se
deja incubar 16 horas a 37°C, a continuacion se elimina la disolucion y se bloquea la placa con
BSA (200 pL al 1%) y se deja incubar toda la noche a 4°C. A partir de este punto, se debe
asegurar una etapa de lavado de la placa tras cada adicion de reactivo con buffer de lavado
(PBS 10 mM pH 7.4, tween20 0,05%), todas las posteriores incubaciones se realizan durante 2
horas a 37°C. Tras el bloqueo se afiaden 100 pL de PSA de concentracion a ensayar, a
continuacion el segundo anticuerpo que formara el sdndwich que serd anti-PSA de ratén (100
uL de 300 ng/mL). Finalmente se afiaden 100 pL del bioconjugado de 1000 ng/mL vy tras la

incubacion se realiza un Ultimo lavado.

& Mn®:ZnSQDs
\ X \ A\ A\ ADb anti-ratén (cabra)
, \ / / \ ')k\ Ab anti-PSA (ratén)
N ¢ e

PLACA ELISA \" Ab anti-PSA (conejo)

Figura 27. Esquema del inmunoensayo tipo sandwich para PSA

C.5.3.Fosfoinmunoensayo

Para evaluar el potencial analitico de los QDs como marcas fosforescentes, se realizo
un calibrado con concentraciones de PSA en un rango de 0.1 a 2000 ng/mL (incluyendo o
ng/mL de PSA) mediante el procedimiento descrito en el apartado anterior. Para las medidas
de fosforescencia se eligieron placas ELISA blancas, ya que debido al disefio optico del equipo,
ofrecian una mayor sefal. Las placas ELISA tras el inmunoensayo se miden secas en un
espectrofotometro de fluorescencia Varian Cary Eclipse (Madrid, Espaiia) equipado con lector

de placas.
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La recta de calibracion obtenida se muestra en la figura 28. Se consiguid una relacion
lineal (Ineta = 0.63 x PSA (ug/mL) +45.122 R*= 0.9991) para el intervalo de concentraciones mas
alto ensayado con una buena precision. Sin embargo, para las concentraciones mas bajas la
intensidad de fosforescencia no se puede distinguir de la correspondiente al blanco. Esto
puede deberse a que la concentracion de bioconjugado afadida es demasiado elevada, con lo
que para las concentraciones altas si es posible discriminar la sefial especifica de la del blanco.
Optimizando las distintas concentraciones de los anticuerpos que forman el sandwich, asi
como la del bioconjugado en principio parece posible que se consigan llegar a detectar

concentraciones mas bajas de PSA.
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Figura 28. Recta de calibrado de PSA para medidas de fosforescencia

C.5.4. Amplificacion elemental y medida por ICPMS

Para evaluar el potencial de los QDs sintetizados para metodologias de amplificacion
elemental en inmunoensayos con deteccidn por ICP-MS se empled la placa ELISA utilizada en
la obtencion de la curva de calibrado anteriormente descrita con el mismo intervalo de
concentraciones de PSA (rango de 0.1 a 2000 ng/mL incluyendo 0 ng/mL de PSA. Para llevar a
cabo las medidas elementales por ICP-MS es preciso extraer los QDs de los pocillos de la placa
ELISA. Para ello, se afiadieron 250 pL/ pocillo de buffer de borato de sodio (SBB) 50mM pH 12.
La placa se mantiene a temperatura ambiente durante 30 min y posteriormente se extraen
100 pL y se diluyen hasta 4 mL con agua miliQ. Las disoluciones se miden mediante un ICPMS

modelo Agilent 7700 Series monitorizando **Mn.
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La recta de calibracidon obtenida se muestra en la figura 29. A diferencia de las
medidas de fosforescencia se consiguid una mejor relacidn lineal para concentraciones mas
bajas de PSA afiadidas (cps *’Mn = 85 x PSA (ng/mL) +3687 R’= 0.9994). Con lo que en las
condiciones actuales, sin optimizar, es posible detectar concentraciones mas bajas de PSA

que mediante la deteccion por fosforescencia.
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Figura 29. Recta de calibrado de PSA para medidas de fosforescencia

Ha de puntualizarse, que no se digirieron las muestras con acido nitrico, factor que
podria afectar a los procesos de nebulizacion e ionizacion con lo que se veria disminuida la
sensibilidad. No se realizd este procedimiento ya que se podria realizar la posterior
amplificacion metalica sobre la misma disolucion utilizada para las medidas de ICPMS,
aunque se debe realizar un estudio futuro de la influencia de la digestidn en las sefales que se
puedan obtener. Ha de hacerse notar, que es posible realizar medidas por fosforescencia e

ICPMS con el mismo ensayo, tras un simple tratamiento de las muestras.

C.6. AMPLIFICACION METALICA

Como se comentd en la introduccion, la amplificacion metalica por deposicion
catalitica de oro o plata sobre la superficie de nanoparticulas de oro como consecuencia de un
proceso de reduccidn es un suceso conocido. En el caso de los QDs este tipo de actividad
catalitica aun esta por explorar. Por ello, haciendo una primera aproximacion a estos
procesos, se prepararon disoluciones acuosas de 40 ppm de QDs (1 mL) a las que se le
anadieron por separado 100 pL de disoluciones 1:1 en volumen de i) AQNO3 2000 ppm+
hidroquinona 5000 ppm (en buffer de citrato pH 3.5) ii) HAuCl4 5 mM + hidroxilamina 10 mM.
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Tras unos pocos minutos, las disoluciones de QDs transparentes toman color (verde
en el primer caso y morado en el sequndo). Las disoluciones se depositaron en una rejilla de

cobre, se secaron y se tomaron fotografia mediante microscopia de transmision electronica.

En las imagenes obtenidas (figura 30) se pueden observar formaciones con un tamaino
superior (llegando a alcanzar en algunos casos los 100 nm) al nucleo de los QDs sintetizados
que es de alrededor de 3-4 nm, los cuales sélo se observan con claridad cuando se utiliza la
microscopia electrdnica de alta resolucion (HRTEM). En las fotografias se puede ver que son
formaciones metalicas, ya que las zonas donde hay particulas son mucho mas oscuras y

presentan mayor contraste debido a la densidad electrdnica del oro y la plata.

A)

B)

—

Figura 30. Fotografias TEM Mn**:ZnS QDs A)Tras amplificacion con oro B) Tras

amplificacion con plata
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Estos estudios preliminares parecen indicar que la amplificacidon metalica sobre la
superficie de QDs también tiene lugar, al igual que con las nanoparticulas de oro. Con lo que
se podrian realizar inmunoensayos empleando estas propiedades, amplificando los QDs con
estos metales y llevando a cabo la digestion de estas particulas formadas para medir

posteriormente la composicion de oro o plata por ICPMS (figura 31).

Otra opcion, como se comento brevemente en el apartado anterior, seria extraer los
QDs de los pocillos y realizar la amplificacion en disolucion, separando finalmente las
particulas del exceso de reactivos. Estos procesos son muy simples de llevar a cabo
experimentalmente, pero son complicados de controlar ya que factores como el pH,
concentracion de semillas (nanoparticulas), concentraciones instantaneas de iones metalicos
y reductor empleado, influyen en el tamafio y la forma de las estructuras obtenidas. Por todo
ello, en un futuro se sequiran estudiando los procesos que tienen lugar y cdmo optimizarlos

para su aplicacién a inmunoensayos y consequir alcanzar limites de deteccion

Amplificacién plata Ag+
g
Ag*/reductor N _HNO; . ag+ Ag+Ag*
—
Ag* Ag*
Ag+ Ag* Ag*+
Yoo e o' 9" Ao* Ag

107/109

extremadamente bajos.

Au*
Au* Au* Au*

OO

\ OO O O O Au* Au* Au*

Au?* [reductor | 197

Figura 31. Esquema del inmunoensayo con amplificacion metalica
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De los estudios y resultados experimentales llevados a cabo, se puede destacar los siguientes

aspectos:

- En la busqueda de QDs fosforescentes y estables en medios acuosos, se ha podido
comprobar que la estrategia de dopaje de nanoparticulas con base ZnS con Mn** da lugar
a QDs altamente luminiscentes, con caracteristicas propias de la fosforescencia. Se ha
modificado la superficie de los QDs con ligandos monodentados (MPA) y bidentados
(DHLA), siendo los ligandos bidentados los que proporcionan una mayor estabilidad

coloidal de las nanoparticulas.

- Estas nanoparticulas han sido caracterizadas empleando microscopia electrénica de
transmision, DLS y medidas de fotoluminiscencia, encontrando que se han obtenido
nanocristales monodispersos de forma circular con una distribucion de tamanos similares
y en torno a 3-4 nm (tal y como se esperaba para este tipo de nucleos ). De los estudios de
fotoluminiscencia se puede observar una intensa banda de emision fosforescente (sin
necesidad de llevar a cabo una fotoactivacion previa) para los QDs de Mn*": ZnS que
aparece en torno a 5gonm (coincidente con la transicion prohibida (“T,-°A,) que se
produce). Estos QDs presentan, ademas, una vida media del orden de los milisegundos,
propios de la emision fosforescente y mucho mayores que los obtenidos en QDs

fluorescentes.

- Se ha demostrado que las propiedades luminiscentes de los QDs dopados no se ven
afectadas la variables del entorno que afectan tipicamente a los fosforoforos
convencionales (pH, concentracidon de O,, presencia de atomos pesados) con lo que en
este sentido los QDs de ZnS dopados con Mn** superan en prestaciones a los fosforéforos

organicos convencionales.

- Se ha conseguido llevar a cabo la bioconjugacion de los QDs fosforescentes a
anticuerpos, proporcionando bioconjugados. Esto permitiria el desarrollo de estrategias
de deteccion de proteinas mediante inmunoensayos fosforescentes de forma
reproducible, muy sensible y selectiva, debida tanto a la especificidad del anticuerpo

como de la fosforescencia propia de ZnS QDs dopados con manganeso.

- Se llevo a cabo la evaluacion del potencial analitico del empleo de estos QDs en el
desarrollo de un inmunoensayo fosforescente de PSA. Se investigd asi mismo la
capacidad de amplificacion elemental empleando el ICP-MS como sistema de deteccion.

Aunque no se llegaron a alcanzar concentraciones extremadamente bajas, se pudo
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comprobar que estas metodologias tienen un gran potencial tras futuras necesarias

optimizaciones.

- Los QDs de ZnS dopados con manganeso han sido estudiados como semillas en
procesos de amplificacion metalica con oro y plata, concluyéndose que los procesos
tienen lugar y que podrian ser empleados para llevar a cabo futuros inmunoensayos con

amplificacion metalica para poder detectar concentraciones extremadamente bajas.

Por otro lado, las conclusiones de aprendizaje derivadas de la realizacion del presente

Proyecto Fin de Master se resumen a continuacion:

- Se han llevado a cabo busquedas bibliograficas en bases de datos cientificas y se ha
aprendido a ser capaz de gestionar adecuadamente la informacidn obtenida, mejorando

asi la capacidad de analisis y sintesis.

- Se ha mejorado la capacidad para el trabajo en grupo, asi como para relacionarse con
cientificos de otros campos (inmunologia), aspecto indispensable para llevar a cabo

investigacion multidisciplinar de calidad.

- Se ha interpretado la informacion obtenida en el laboratorio con las distintas técnicas
de analisis seleccionadas para resolver eficientemente problemas analiticos, y se ha

desarrollado la capacidad de tomar decisiones en funcidn de los resultados obtenidos.

- Familiarizacion con la sintesis, manipulacion y caracterizaciéon de nanoparticulas

luminiscentes y su empleo en el analisis quimico
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