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Introduccion

I.1. Nanotecnologia y Nanoestructuras

La sintesis, caracterizacion y aplicaciébn de materiales nanoestructurados,
especialmente nanoparticulas metélicas, han despertado gran interés a lo largo de la
ultima década debido a las propiedades Unicas que las hacen diferentes y aplicables en
distintos campos de la ciencia y tecnologia.*

Las propiedades especiales de las nanoestructuras se han puesto de manifiesto
desde la antigiiedad, aunque sin saberlo y sin hacerlo de forma controlada. Asi, los
brillantes colores de las vidrieras medievales o las propiedades 6pticas especiales de la
copa de Lycurgus hoy en dia se explican una vez comprobada la existencia de
nanocristales en sus estructuras. La primera explicacion en relacion con el mundo
nano fue dada por Faraday en 1857, quien atribuy0 el color de las disoluciones de oro
al pequefio tamafio y naturaleza coloidal de las particulas de oro.? Sin embargo, el
verdadero interés de los investigadores para explorar las propiedades de los
nanomateriales surgio a raiz del famoso discurso dado por Richard Feynman en
diciembre de 1959, titulado “There is plenty of room at the bottom” (“En el fondo hay
espacio de sobra”).® Este fue el punto de inicio de una nueva rama de investigacion, la
Nanotecnologia, ciencia interdisciplinar en la que estan involucradas la quimica, la
biologia, la fisica, la ciencia de los materiales y diversas ramas de las ingenierias, ya
que comprende el estudio, disefio, creacion, sintesis, manipulacion y aplicacion de
materiales, aparatos y sistemas funcionales a través del control de la materia a
nanoescala.* La escala nanométrica hace referencia directa al nanémetro, unidad de
longitud que equivale a una mil millonésima parte de un metro (1 nm = 10° m) y se

considera que estd comprendida entre 1y 100 nm.

Entre otros, la generacion de nuevas estructuras “nano” ha supuesto la mejoria
0 creacion de métodos de deteccidn, caracterizacion y cuantificacion adaptados a las
dimensiones y propiedades de estos nanomateriales, los cuales se pueden utilizar como
herramientas para el desarrollo o la mejora de diferentes procesos analiticos, hecho
que directamente involucra una relacion bidireccional entre la Nanotecnologia y la

Quimica Analitica.

Actualmente, es dificil establecer una descripcion inequivoca para las

Nanoestructuras debido a la diversidad de definiciones que se pueden encontrar en la
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bibliografia y que se diferencian en pequefios aspectos. Sin embargo, de forma general
se podria decir que las Nanoestructuras son materiales y/o particulas que tienen al
menos una dimension entre 1 y 100 nandémetros y se definen como la union entre
varios atomos que constituyen un estado intermedio entre atomos individuales y
agregados macroscopicos.”’ Debido a la gran variedad de nanoestructuras, existen
diferentes criterios de clasificacion, ya sea en funcién de su naturaleza (metéalicas, no
metalicas, semiconductoras y organicas), su forma (entre las mas destacadas esféricas,
cUbicas, octaédricas, tetraédricas y dodecaédricas), su homogeneidad o su
dimensionalidad, siendo este Gltimo criterio el mas habitual para realizar la

clasificacion de las mismas.”®

I.2. Nanoparticulas Metalicas

Las nanoparticulas metalicas (MNPs) son un tipo de nanoestructuras que estan
formadas por unas pocas hasta las miles de decenas de &tomos, encontrandose una alta
proporcién de los mismos en la superficie.” No se pueden considerar simplemente
como diminutas particulas del metal a escala macroscopica, sino que son estructuras
que presentan unas propiedades muy diferentes a las de los metales convencionales, lo
que se debe a que la estructura en bandas de éstos Ultimos se rompe en niveles discretos
de energia en el caso de las MNPs cuando su tamafio comienza a ser comparable con

la longitud de onda de Fermi de un electrén.*®
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Figura 1. llustracion esquematica de los niveles de energia en funcion de la densidad de estados para

sistemas metalicos de distinto tamafio.’

El fendmeno mencionado en el parrafo anterior se ilustra en la Figura I, donde

se puede observar que la densidad de estados y el espacio existente entre los niveles
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energéticos varian con el tamafio, lo que implica que a medida que disminuye el
tamano de particula aumenta el “bandgap” efectivo, produciéndose variaciones en las
propiedades de los metales macroscopicos, como por ejemplo, el desplazamiento del
maximo de absorcion hacia longitudes de onda mas energéticas en el espectro de

absorcion.®
1.2.1. Propiedades

Las nanoparticulas de origen metalico, en especial las de los metales nobles
como el Oro, la Plata, el Platino y el Paladio, exhiben propiedades Opticas,
electrénicas, quimicas y magnéticas que dependen significativamente de la forma y el
tamario y que son estrictamente diferentes a las de los metales cuando se encuentran a
escala macroscopica como consecuencia principal de que presentan una gran area
superficial por unidad de volumen.>* La relacién superficie/volumen aumenta
drasticamente cuando se produce la disminucion en el tamafio. Asi por ejemplo, una
nanoparticula metalica de 10 nm de diametro poseera aproximadamente el 10 % de los
atomos en la superficie mientras que una de 1 nm de didmetro tendra el 100 % de sus
atomos formando parte de la superficie, lo que hace que se alcance una mayor

reactividad y las nanoparticulas presenten sus propiedades tnicas.*®

Entre las propiedades especiales demostradas por las MNPs cabe destacar el
fendbmeno conocido como resonancia de plasmén superficial (en la literatura cientifica
citado por sus siglas en inglés SPR, Surface Plasmon Resonance), que se basa en la
interaccion del plasmon de superficie con la radiacion electromagnética bajo ciertas
condiciones, produciéndose la difraccion de la radiacibn de una frecuencia
determinada.*®** El plasmén de superficie es un tipo especial de plasmén (fenémeno
vibratorio del plasma como consecuencia de la oscilacion en resonancia de los
electrones que lo componen con la radiacion electromagnética) asociado a la
superficie de los metales y que hace referencia a las oscilaciones colectivas de
electrones restringidos en pequefios volimenes metalicos. Para que este fendmeno
ocurra, el tamafio de la particula tiene que ser mucho menor que la longitud de onda de

la luz incidente.*?

El estudio de las propiedades de las nanoparticulas metalicas como la

distribucién de tamafio, el tamafio, la forma, la porosidad, la estabilidad en disolucion,
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la monodispersidad, la carga neta, la adsorcion a biomoléculas o la agregacion en
varios medios requiere de métodos que posibiliten su fabricacion controlada y
métodos de caracterizacion apropiados al reducido tamafio de estas MNPs.*

1.2.2. Métodos de sintesis y caracterizacion

En cuanto a los métodos de sintesis de este tipo de nanoestructuras, se pueden
clasificar como fisicos o quimicos. La molienda mecénica de particulas micrométricas,
la nanolitografia o la pulverizacién catddica constituyen ejemplos caracteristicos de
los métodos fisicos. Sin embargo, recientemente los métodos quimicos se vienen
utilizando con mayor frecuencia.'* Estos Gltimos pueden efectuarse a través de dos
mecanismos (Figura Il), uno de “arriba hacia abajo” (top-down) y otro de “abajo hacia
arriba” (bottom-up). El primero consiste en la produccion de nanoparticulas a partir del
material bruto e implica la ruptura del mismo en estructuras mas pequefias mediante el
uso de procedimientos quimicos. Por otro lado, el objetivo del segundo mecanismo es
la sintesis de nanomateriales por reacciones quimicas entre especies atomicas y
moleculares. Con este Gltimo tipo de sintesis se consigue un gran control tanto de

tamafo como de las propiedades de las nanoparticulas.

TOP-DOWN BOTTOM-UP
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Figura 11. llustracion esquematica de los mecanismos de top-down y bottom-up.*

Una vez obtenidas las MNPs es indispensable recurrir a distintas técnicas de
caracterizacién para conocer su tamafio, forma o comportamiento quimico, ademas de
conseguir una alta reproducibilidad en la sintesis y control sobre ellas para poder
utilizarlas en las condiciones 6ptimas en las aplicaciones que se pretendan desarrollar.
Esta amplia variedad de herramientas de caracterizacién también debe ayudar a
determinar caracteristicas tales como la estructura molecular, la composicion quimica,
el punto de fusién y ebullicion, el pH o la solubilidad para estos nuevos materiales de

manera sencilla y asequible.
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Las técnicas comunmente empleadas para la caracterizacion de nanoestructuras

se pueden clasifisicar en funcién del pardmetro a caracterizar (Tabla I).
Tabla I. Técnicas actuales mas utilizadas en la caracterizacion de nanoestructuras.

Parimetro a caracterizar Técnicas
Microscopia Electronica de Transmision (TEM) v de alta resolucion (HRTEM)
Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

T fio y distribucion de t fi
amaiio y distribucion de tamaiio icroscopia de Fuerzas Atémicas (AFM)

Dynamic Light Scattering (DLS)
TEM
Morfi i
orfologia SEM
Carga superficial z-Potencial

UV-Visible (absorcion del plasmon superficial)
Fotoluminiscencia (fluorescencia y fosforecencia)
Espectrometria de masas molecular (MALDIESI-MS)
Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos-X (XPS)
Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)
Espectrometria de Masas elemental (ICP-MS)

Propiedades intrinsecas

Composicion quimica y estructural

1.2.3. Aplicaciones de las MNPs en Quimica Analitica

Debido a las propiedades Unicas que presentan las MNPs, éstas aparecen hoy
en dia como prometedores marcadores opticos, permitiendo su utilizacion en un
amplio rango de aplicaciones en diversos campos como, por ejemplo, catalizadores,
semiconductores, sensores Opticos y electroquimicos, electrénica y, mas
recientemente, en el desarrollo de farmacos, sustancias bioactivas, o incluso en
diagnostico clinico.®*® De todas ellas, las aplicaciones mas llamativas son en
biotecnologia y biomedicina, en concreto aquellas que involucran la conjugacion de
las MNPs a moléculas de reconocimiento especifico, como anticuerpos o aptameros, y
que tienen como objetivo la determinacion selectiva de proteinas y/o acidos nucleicos

a través de bioensayos, por ejemplo, inmunoensayos.

Los métodos inmunoquimicos de andlisis estan basados en la deteccién de la
interaccidn reversible altamente selectiva entre un anticuerpo (Ab) y su antigeno (Ag).
Son técnicas que aportan grandes ventajas, siendo las mas importantes el andlisis
directo de muestras empleando un pequefio volumen, gran selectividad, un tiempo de

andlisis relativamente corto, capacidad de alta frecuencia de muestreo y bajo coste.

Los inmunoensayos pueden ser de dos tipos, encontrandose en primer lugar
inmunoensayos directos (medida directa de la interaccion Ag-Ab) e inmunoensayos

indirectos (requieren el uso de material marcado con un trazador para medir la
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concentracion de antigeno o anticuerpo presente en la muestra). Estos dltimos
alcanzan mejores limites de deteccion en el analisis de muestras complejas y se
pueden clasificar en funcion del tipo de marca que se emplea para la deteccion
(radioinmunoensayos, inmunoensayos enzimaticos, inmunoensayos fotoluminiscentes,
etc.), si es 0 no necesaria una etapa de separacion para distinguir entre la especie
marcada libre y el complejo antigeno marcado-anticuerpo (inmunoensayos
heterogéneos y homogéneos, respectivamente) y, por ultimo, si el formato de ensayo
es competitivo (concentracion de analito inversamente proporcional a la sefial) o no
competitivo (concentracion de analito aumenta o disminuye a medida que lo hace la

sefial de respuesta).

Teniendo en cuenta que existe una gran diversidad de anticuerpos que
reconocen distintos antigenos (desde patdégenos grandes como virus o bacterias hasta
moléculas pequefias como hormonas, farmacos, toxinas, etc.) y proporcionan elevadas
afinidades de enlace con sus respectivos reciprocos incluso en muestras que poseen
matrices complejas o cuando la concentracion de analito es baja, son el tipo de
biomoléculas maés utilizadas para aportar especificidad y bioactividad a las

nanoparticulas.

Debido a lo expuesto en el parrafo anterior, el acoplamiento de anticuerpos u
otros elementos de reconocimiento a MNPs puede ser Util en numerosas aplicaciones
biomédicas. Por ejemplo, puede tener una trascendental incidencia en fendmenos muy
efectivos en la terapia del cancer como la hipertermia y el transporte selectivo de
farmacos. En éste dltimo, las nanoparticulas metalicas transportan moléculas (acidos
nucleicos, aminoacidos, azucares o ADN), enlazadas a los atomos de la superficie, y
viajan por el organismo hasta que se depositan en dianas bien definidas. En su lugar de
anclaje, liberan las moléculas transportadas dando lugar a una quimioterapia selectiva
que reduce al maximo los efectos colaterales.***® Asimismo, se puede realizar el
estudio “in vivo” de moléculas especificas por técnicas de imagen (comunmente
conocidas por el término de “Imaging”) en células o tejidos, donde la nanoparticula
actla como sonda de marcaje y puede ser metalica, magnética, quantum dot, nanotubo
de Carbono, etc. Dentro de estas técnicas, destacan aquellas que ofrecen una elevada
sensibilidad, realizan un analisis cualitativo de una muestra ofreciendo informacion

microscopica y macroscépica de alta resolucion en tiempo real pero que dependen
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drasticamente de las propiedades fisicas y quimicas de las sondas de marcaje
(“Optical Imaging”).*** Por Gltimo, se debe mencionar que el diagndstico de
enfermedades empleando el acoplamiento Ab-nanoparticula no solo ha aportado una
mejoria en técnicas de deteccidn y cuantificacion altamente utilizadas como el ensayo
ELISA (“Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay”) o PCR (“Polymerase Chain
Reaction”), sino que ademas ha permitido el desarrollo de nuevas estrategias de

deteccion mas simples y sensibles.

Para que todas las aplicaciones mencionadas anteriormente aporten resultados
exitosos, se deben cumplir dos requisitos. En primer lugar, tiene que existir un control
adecuado de la conjugacion de los anticuerpos en la superficie de las nanoparticulas, lo
cual se consigue conociendo el nimero de ligandos funcionales que poseen las mismas
en su superficie. En la mayoria de aplicaciones, es preferible el empleo de
nanoparticulas que tengan un unico anticuerpo conjugado ya que aportan mejores
limites de deteccion y evitan la formacion de agrupaciones de moléculas (proteinas,
azucares, etc.) que pueden alterar el comportamiento natural del sistema en estudio,
sobre todo en aquellos procesos bioldgicos que se ven afectados por la multivalencia.?
Por otro lado, se debe asegurar que se mantiene la capacidad de reconocimiento del
antigeno por parte del anticuerpo tras la conjugacion, propiedad que puede verse
alterada si por ejemplo se modifican quimicamente los sitios de union del antigeno o
se encuentran impedidos estéricamente una vez se ha producido el acoplamiento. Para
cumplir este dltimo requisito, se tienen que emplear distintas estrategias (basadas,
entre otros, en adsorcion fisica, enlace covalente directo entre la superficie de la
nanoparticula y el Ab o el empleo de moléculas intermedias) que permitan la

inmovilizacién del Ab a la nanoparticula en una determinada orientacion.

Debido a la existencia de una gran variedad de nanoparticulas metéalicas, no
existe un protocolo estandarizado para llevar a cabo el proceso de conjugacion, lo que
implica que sea necesario la optimizacion de dicho proceso en funcién del tipo de
nanoparticula con la que se trabaje. Ademas, la eleccion optima del método de
conjugacién a emplear no solo depende del nimero de ligandos funcionales que estan
presentes en la superficie de las nanoparticulas, sino que también se debe tener en
cuenta la densidad de esos grupos por nm? y la estabilidad coloidal de las

nanoparticulas a diferentes valores de pH y fuerza inica. No obstante, lo que si es
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comun a todos los procesos de conjugacion es que una vez se han obtenido las
nanoparticulas conjugadas con los anticuerpos correspondientes, se debe realizar una
etapa correcta de pasivacion de los grupos funcionales que se encuentran en la
superficie de las nanoparticulas y que no han intervenido en el anclaje del anticuerpo.
Esto es necesario para evitar adsorciones inespecificas de proteinas u otras sustancias

en aplicaciones bioldgicas o terapéuticas.

1.3. Nanoparticulas de oro

Dentro del extenso campo de las nanoparticulas metalicas, el oro constituye
una presencia notablemente destacada. Tanto es asi que, en los Gltimos afios, la sintesis
y caracterizacion de nanoparticulas de oro asi como el estudio de sus aplicaciones en
distintos &mbitos se ha convertido en el tema principal de numerosos articulos y

publicaciones cientificas.’

Entre sus caracteristicas mas importantes, las nanoparticulas de oro (AuNPSs)
presentan atractivas propiedades electrnicas, térmicas, 6pticas y cataliticas.”® En este
contexto, la frecuencia de resonancia del plasmon superficial de estas nanoparticulas
depende de la morfologia, tamafio y propiedades dieléctricas de las propias particulas,
asf como del medio que las contenga y su indice de refraccién.™** Es la resonancia del
plasmon superficial lo que provoca que las nanoparticulas de oro en disolucion
presenten color rojo, violeta o azul (Figura Ill), asi como lo que permite que se
produzca el intercambio electronico directo entre las mismas y otras macromoléculas
haciéndolas electroquimicamente activas.?* Otros aspectos de interés que presentan
estas nanoparticulas son su reducida toxicidad, su elevada area superficial que
posibilita su multifuncionalidad, su conjugacién y biocompatibilidad, su intensa
absorcion de luz, su elevado indice de conversidn fototérmica, su gran fotoestabilidad

y, quizas el més importante, su facilidad de sintesis por diversas rutas.?*?*

. B - .
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Figura I11. Colores de las disoluciones de AuNPs en funcion del tamafio de particula.?®
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De los diferentes procedimientos existentes para la sintesis de nanoparticulas
de oro, los mas ampliamente usados son los métodos quimicos por “via himeda”, los
cuales consisten en la reduccion en disolucion de la sal del metal (acido
tetraclorodurico, HAuUCls, o derivados) con diversos agentes precursores tales como
citrato sodico, borohidruro sodico, hidracina o formamida, siendo el proceso de

reduccién del oro el que se esquematiza a continuacion:
A > AU > AL

Estos métodos quimicos son simples, reproducibles y adecuados para la
obtencion de particulas homogéneas y de escala nanométrica, pudiendo ser tanto
esféricas como anisométricas.”’ Sin embargo, se debe mencionar que no siempre
aportan un control satisfactorio de la forma y tamafio de las particulas y que, en la
medida de lo posible, se deben aplicar siguiendo los principios de la quimica verde
mediante la utilizacion de reactivos respetuosos con el medio ambiente, ya sean
disolventes, agentes reductores o agentes estabilizantes usados bajo condiciones
suaves de reaccién.’® Por norma general, el empleo de precursores con caracter
reductor suave conduce a nanoparticulas de mayor tamafo que las que se obtendrian al
emplear reductores mas fuertes. Asimismo, cuanto mayor sea la concentracion de
reductor, menor es el tamafio de nanoparticula obtenido, como ocurre claramente

cuando se emplea el citrato sodico como agente precursor.?

El inconveniente principal de estos métodos quimicos es que las suspensiones
coloidales formadas son termodindmicamente inestables y las nanoparticulas tienden a
agregarse facilmente en disolucion acuosa ya que se ven atraidas entre si por fuerzas
de Van der Waals.’**? Ademas, dicha agregacién se ve favorecida en presencia de
elevadas concentraciones de sales o ciertas moléculas bioldégicas como acidos
nucleicos y proteinas.® A pesar de que esta agregacion es Gtil en algunas situaciones
(por ejemplo, de reconocimiento biomolecular) porque supone un cambio de color de
la disolucion de rojo a azul, la mayoria de las aplicaciones requieren que las AuNPs se
encuentren establemente dispersadas en disolucién.?3* Debido a esto, hoy en dia
existen diversos estudios que se centran en la estabilizacion y solubilizacion de AUNPs
en medios acuosos. Estos procedimientos, ademas, tienen la ventaja de que pueden ser

extrapolables al resto de nanoparticulas metalicas.
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1.4, Estabilizacion y solubilizacion de MNPs

La estabilizacibn de MNPs en disolucién acuosa puede alcanzarse via
electrostatica o estérica. La primera se basa en la repulsion couldmbica entre las
particulas causada por ligandos idnicos de igual carga que se adsorben sobre la
superficie de las mismas mientras que la segunda se produce cuando el centro metélico
se rodea de un material voluminoso.* Esta encapsulacion del metal se puede realizar a
través de varias estrategias que afectan directamente a la solubilidad de las

nanoparticulas metélicas.

Una de las principales estrategias consiste en emplear ligandos poliméricos
anfifilicos, de manera que se intercalan una serie de cadenas hidrofobicas que
interactlan con las cadenas carbonadas inicialmente presentes en la superficie de la
nanoparticula. EIl polimero anfifilico tiene en su extremo grupos funcionales cargados
(generalmente —COQ") que constituyen la parte hidrofilica del mismo y que estan
orientados hacia el exterior para aportar estabilidad coloidal y solubilidad en medio
acuoso, actuando a la vez como puntos de enlace a moléculas biolégicas que posean
una quimica apta para la bioconjugacién.®* Los polimeros anfifilicos utilizados poseen
numerosas cadenas hidrofobicas, por lo que la union con la nanoparticula metéalica esta
favorecida por los numerosos puntos de contacto entre las cadenas. A pesar de que
este método es altamente ventajoso, la longitud de los polimeros utilizados hace que el
didmetro hidrodinamico de la nanoparticula se vea muy incrementado, lo cual no es
deseable para algunas aplicaciones.®*® Por otro lado, existe una segunda estrategia
importante (conocida cominmente como intercambio de ligandos) que se fundamenta
en la sustitucion de los compuestos que rodean a las nanoparticulas por moléculas
bifuncionales que generalmente contienen grupos tioles en uno de los extremos
mientras que suelen tener un grupo funcional polar en el otro extremo, consiguiéndose
en ese caso nanoparticulas directamente solubles en medio acuoso con tamarfio

hidrodinamico pequefio.*>=°

Ademas de conseguir nanoparticulas altamente estabilizadas y solubles en
medio acuoso, ambas rutas de modificacion también permiten la generacion de MNPs
con un dnico ligando por nanoparticula. En el caso de la primera estrategia se puede

hacer uso de ligandos poliméricos anfifilicos de gran tamafio porque aportan efectos
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geométricos y estéricos. De esta manera, aunque se afiada un exceso de ligando, se
seguird asociando uno solo por nanoparticula (Figura 1V a)), obteniéndose una
probabilidad baja de conseguir MNPs libres. Por el contrario, si se afiade una fraccién
pequefia de ligandos (menos de uno por nanoparticula), durante la etapa de
funcionalizacion la mayoria de las MNPs no tendrén ligando asociado a la superficie
mientras que algunas de ellas tendran exactamente uno (Figura 1V b)). En esta Gltima
situacién, se podria utilizar la cromatografia de afinidad para separar las MNPs que

tienen un ligando por nanoparticula de las que no.*’

a) b) )
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Figura IV. Obtencién de MNPs monofuncionalizadas mediante a) y b) ligandos poliméricos anfifilicos

de gran tamafio e c) intercambio de ligandos.**

Si el objetivo es obtener nanoparticulas monofuncionalizadas mediante
reacciones de intercambio de ligandos, se puede trabajar por ejemplo con
nanoparticulas que inicialmente se encuentran rodeadas por ligandos alcanotiolados y
con un material sélido (p.ej. una resina) que esté unido al grupo funcional (que se
desee en las MNPs) de una molécula bifuncional que tiene un grupo tiol en su otro
extremo (p.ej. 4cido mercaptohexanoico).*® Asi, cuando entra en contacto el material
solido con las MNPs, se produce el intercambio de un ligando alcanotiolado por un
ligando de &cido mercaptohexanoico en cada una de ellas, obteniéndose un sistema
comun que enlaza el material sélido con las distintas MNPs (Figura 1V ¢)). Tras la
separacion de los ligandos de acido mercaptohexanoico del material solido y la
eliminacion de éste, se obtienen cada una de las MNPs funcionalizadas unicamente

con un grupo carboxilo.

Si se quieren obtener MNPs con un numero preciso de multiples ligandos
funcionales por nanoparticula, valor fundamental para el posterior control de la etapa

de bioconjugacion, se deben emplear técnicas de fraccionamiento como la
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electroforesis en gel o la cromatografia.***° Esto se debe a que, aunque se asuma el
100 % de eficacia de union, la incubacién de “n” ligandos por nanoparticula aporta
una distribucién estadistica que refleja la obtencién de MNPs con n-1, n+1, n-2, etc.
ligandos superficiales por nanoparticula. La formacion de las especie principales de
dicha distribucién se puede controlar mediante el niimero de ligandos que se afiaden.*

1.4.1. Tipos de ligandos empleados en la estabilizacion y solubilizacion de
MNPs

Idealmente, los ligandos deben sintetizarse de manera sencilla a gran escala,
tener un tamafio pequefio que minimice el radio hidrodinamico de las nanoparticulas
funcionalizadas, poseer gran afinidad por la superficie de la nanoparticula permitiendo
el acceso de otras moléculas a la misma, no reaccionar indeseadamente con otras
sustancias presentes en medios biologicos, no ser tdxicos y, por ultimo, no tener
influencia significativa sobre las propiedades intrinsecas de la nanoparticula ni sobre

la biomolécula conjugada a la superficie de la misma.®

Gracias a la cantidad de estudios realizados sobre la solubilizacion de
nanoparticulas, existen numerosos tipos de ligandos alternativos disponibles
(surfactantes, ciclodextrinas, compuestos tiolados, etc.) que se pueden emplear para
proporcionar elevada estabilidad coloidal a las MNPs en un intervalo amplio de pH y a
distintas concentraciones de sales. En el caso concreto de las AuUNPs se ha demostrado
que los compuestos tiolados son los que aportan una mayor estabilizacion y dispersion
en disolucién acuosa, lo cual se debe basicamente a que los grupos tiol de esos
compuestos (bases débiles) poseen elevada afinidad por la superficie del oro (acido
débil), siendo la quimisorcion del grupo SH sobre el oro muy selectiva y fuerte (= 30
kcal/mol).**** En funcién del nimero de grupos tiol presentes en los ligandos, se

pueden encontrar del tipo monodentado y bidentado.

El uso extendido de los ligandos tiolados monodentados surge de la facilidad
con la que se pueden utilizar y manejar, su precio y disponibilidad comercial. No
obstante, debido a que la interaccidn metal-tiol es dindmica, las MNPs tienden a
precipitar a medio plazo con este tipo de recubrimientos ya que provocan una menor
estabilidad coloidal en comparacién con ligandos que actian mediante dos atomos de

azufre.®® Ejemplos ilustrativos de este tipo de compuestos més utilizados actualmente
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son la Glutationa (GSH), Acido mercaptopropionico (MPA), Cisteina, Polietilenglicol
funcionalizado con grupo tiol (PEG-SH), etc. Para conseguir solucionar los problemas
de estabilidad de los recubrimientos monotiolados, bibliograficamente se han
propuesto otros compuestos para ejercer dicha funcion como el &cido dihidrolipoico.

1.4.2. Acido dihidrolipoico

El 4cido dihidrolipoico (DHLA) es una molécula carboxilada que se puede
coordinar fuertemente a la superficie de las nanoparticulas de oro debido a que
presenta un grupo ditiol, actuando como un ligando bidentado ya que reacciona a
través de sus dos atomos de azufre (Figura V b)). De esta manera, se obtienen los
grupos carboxilo en los extremos exteriores, por lo que la solubilidad en disolucion
acuosa de los nanoparticulas resultantes tras el proceso de intercambio de ligandos
depende Unicamente de la desprotonacion de los grupos carboxilo terminales, lo cual

condiciona su estabilidad coloidal a pH basicos.

a) b)

oM OH
§—38 sH SH

Figura V. Estructura molecular del a) Acido lipoico y b) Acido dihidrolipoico.

Otras ventajas de utilizar este ligando es que se obtiene facilmente a partir del
reactivo comercial Acido a-lipoico (LA). ElI LA (Figura V a)) es un compuesto
organosulfurado que se sintetiza en pequefias cantidades por microorganismos,
plantas, animales y humanos. Ademas, se caracteriza por ser un derivado del acido
octanoico que posee dos atomos de azufres enlazados al carbono 6 (Cg) y 8 (Cs),
respectivamente. El C¢ es el centro quiral de la molécula, por lo que el LA tiene dos
isdmeros dpticos, el enantibmero R (+) y el S (-), aunque también existe como mezcla
racémica. En su forma oxidada, el LA posee un anillo de cinco &tomos en el que dos
de ellos son los atomos de azufre, que estan unidos entre si mediante un enlace
disulfuro (S-S). Esta forma oxidada se puede reducir para dar lugar a una estructura de
cadena abierta que posee dos grupos sulfhidrilos, es decir, al DHLA.*® En el caso de
modificar nanoparticulas de oro, no es necesario llevar a cabo una etapa de reduccion

del enlace disulfuro del LA con borohidruro de sodio (NaBHj) ya que se produce
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directamente la apertura del ciclo cuando entran en contacto las moléculas de LA con
las AuNPs debido a la elevada afinidad existente entre el oro y azufre.*® Esto es de
gran importancia porque se disminuye el nimero de etapas para que tenga lugar la
modificacion, lo que no ocurre en otros casos como por ejemplo en presencia de un
tipo muy utilizado de nanoparticulas como son los quantum dots (QDs), donde la etapa

de reduccién previa del LA siempre es necesaria.*?

Otras caracteristicas de los ligandos de DHLA es que pueden inducir
interacciones inespecificas con moléculas cargadas positivamente, por ejemplo, en
aplicaciones celulares, fendbmeno que se puede reducir porque permiten su
modificacion con compuestos con base de polietilenglicol que pueden tener diferentes

grupos funcionales.*®*

1.4.3. Compuestos con base de polietilenglicol

En su forma més comun, el polietilenglicol (PEG) es un poliéter (lineal o
ramificado) que posee grupos hidroxilo terminales y cuya estructura general se
muestra en la Figura VI. En comparacion con otros polimeros, el PEG tiene un indice
de polidispersidad en el rango que va desde 1.01 para sustratos PEG de bajo peso

molecular (< 5 kDa) hasta 1.1 para compuestos PEG de alto peso molecular (> 50

kDa).*
O
ot ™ }\n/\OH

Figura VI. Estructura general del polietilenglicol.

La propiedad mas importante del PEG es que es soluble tanto en disoluciones
acuosas como en disolventes organicos, lo que hace que sea un reactivo muy adecuado
empleado en la conjugacion quimica a moléculas bioldgicas. Ademas, estudios de
PEG en disolucién han revelado que tipicamente se unen 2 6 3 moléculas de agua por
cada unidad de oxido de etileno presente en la estructura, hecho que si se suma a la
elevada flexibilidad de la cadena principal, permite que las moléculas de PEG actuen
como si fuesen hasta diez veces mas grandes que una proteina soluble de comparable
peso molecular. Estas caracteristicas son las que han justificado la habilidad que

presenta el PEG de precipitar proteinas o prevenir la degradacion por enzimas.*
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Gracias a estas propiedades, los recubrimientos con base PEG también
aumentan la afinidad de las nanoparticulas por el agua y su estabilidad coloidal en
disoluciones con gran contenido de sales, reducen las interacciones inespecificas en
medios biolégicos y proporcionan a las nanoparticulas una biocompatibilidad muy
elevada, lo que es esencial para aplicaciones “in vitro” e “in vivo™.** Por otro lado, si
el objetivo es acoplar las nanoparticulas resultantes de la modificacion a moléculas
receptoras, se tienen que emplear ligandos PEG que posean grupos funcionales
reactivos en uno de sus extremos. Dichos ligandos modificados se consiguen mediante
la activacion del PEG con el grupo funcional de interés, cuya eleccion depende del
grupo reactivo presente en la molécula que se quiere unir al PEG. Asi, al emplear esta
estrategia, se controla en todo momento el nimero de receptores por nanoparticula, o

lo que se conoce como valencia de conjugacion.®

Teniendo en cuenta lo comentado anteriormente, podria justificarse el empleo
de PEG y derivados en la solubilizacion y estabilizacion de nanoparticulas metalicas

con fines bioanaliticos.
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Objetivos

La presente Memoria constituye el Trabajo de Fin de Master necesario para la
superacion de los 12 créditos de la asignatura Trabajo Fin de Master del Master en
Ciencias Analiticas y Bioanaliticas de la Universidad de Oviedo.

Con el trabajo realizado y recogido en dicha Memoria se ha pretendido
desarrollar una serie de actividades que permiten complementar la formacién
adquirida por el alumno firmante del trabajo dentro del Master en Ciencias Analiticas

y Bioanaliticas. Dentro de estas actividades cabe destacar las siguientes:

= Revision bibliografica de articulos relacionados con la tematica del trabajo,

empleandose para ello distintas bases de datos.

= Puesta en practica e integracion de los conocimientos tedricos adquiridos a lo
largo de las asignaturas de los diferentes modulos (asignaturas obligatorias,
optativas y practicas en empresa).

= Redaccion de la Memoria y exposicion y defensa del trabajo realizado.

De acuerdo con lo expuesto en la introduccion, el objetivo general que se
abordd a lo largo del trabajo experimental fue el estudio de las condiciones mas
favorables para la obtencion de nanoparticulas de oro modificadas con Acido a-lipoico
y Monometoxipolietilenglicol funcionalizado con un grupo tiol (MeO-PEG-SH) para
un futuro control de la interaccion entre un anticuerpo especifico y las mencionadas
nanoparticulas. Este objetivo general se abordd a través de los siguientes objetivos

parciales:
= Sintesis de nanoparticulas de oro por el método quimico de via humeda.

= Caracterizacion basica de las AuNPs sintetizadas por Microscopia Electronica de

Transmision y Espectrofotometria UV-Visible.

= Caracterizacion exhaustiva de las AuNPs cuando se modifican mediante un
proceso de intercambio de ligandos empleando dos ligandos distintos (Acido o-

lipoico y MeO-PEG-SH) en distintos porcentajes en volumen.

= Discusion de los resultados obtenidos por las distintas técnicas de andlisis para
las AuNPs sintéticas modificadas y comparacion las propiedades observadas al

emplear nanoparticulas de oro comerciales.
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En la caracterizacion exhaustiva se evallan las siguientes propiedades:

v'Estudio de estabilidad de las AuNPs modificadas en disolucién acuosa a
distintos valores de pH y concentracion de sales a través de medidas de
Espectroscopia UV-Visible.

v' Andlisis de la forma, tamafio y grado de homogenizacion de las AuNPs mediante

Microscopia Electrdnica de Transmision (TEM).

v'Evaluacion del perfil de distribucién de tamafio de las AuNPs modificadas
mediante medidas de Dinamic Light Scattering (DLS).

v'Determinacion de la carga superficial de las AuNPs solubilizadas por

Electroforesis en gel.

v'Medidas de la relacién molar azufre/oro (S/Au) para cada tipo de AuNPs
modificadas empleando Espectrometria de masas con fuente de plasma de

acoplamiento inductivo.

En resumen, a lo largo del trabajo se pretende estudiar la posibilidad de
solubilizar AuNPs con Acido a-lipoico y/6 MeO-PEG-SH y ademas, se pretende hacer
una comparacion critica del empleo de ambos compuestos como agentes estabilizantes
de AuNPs empleando para ello una gran variedad de técnica de caracterizacion
complementarias. Esta etapa es necesaria para asegurar un éxito en el futuro empleo de

las nanoparticulas resultantes de la modificacion en bioanalisis.
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Parte experimental

I11.1. Instrumentacién y Reactivos

En esta seccion se enumeran tanto los instrumentos y aparatos utilizados durante
el desarrollo del trabajo, asi como los diferentes reactivos y disoluciones que se han
empleado. También se indican los programas informaticos y “software” en los que el

alumno se ha apoyado para evaluar, procesar y expresar los resultados obtenidos.
I111.1.1. Instrumentos y aparatos
= Espectrofotometro Thermo Scientific Genesys 10 S UV-Vis.

= Microscopio electrénico de transmision modelo JEOL-2000 EX-II de kilovoltaje
méximo de 200 kV y poder de resolucion de 3,4 A entre lineas.

= Equipo de medidas de Dynamic Light Scattering (DLS) Zetasizer NazoZS

(Malvern Instruments).

= Espectrometro de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
MS) triple quadrupolo modelo Agilent 8800.

= pH-metro Crison micro pH 2000.

= Unidad de electroforesis horizontal con alimentacion eléctrica.
= Equipo de agua Milli-Q Advantage, Millipore.

= Bafio de ultrasonidos Selecta “Ultrasons”.

= Balanza analitica Mettler Toledo New Classic MS, con precision hasta + 0.01

mg.

= Balanza granataria Scaltec SPO 51.

= Centrifuga Heraeus Biofuge Stratus.

= Agitador magnético modelo Agimatic-N (Selecta).
111.1.2. Software y programas informaticos

= UV-Visible Emmafluo Software.

= Microsoft Excel 2007, Microsoft Office. version 14.0.6129.5000 (32 bits) para el

tratamiento de los datos.

Origin 9 version 90E.
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Zetasizer Software.

Sistema digital micrograph GATAN para el tratamiento de las imagenes
obtenidas por TEM.

111.1.3. Material

Micropipetas regulables Eppendorf Research Plus (10-100 pL y 100-1000 pL)
con puntas de plastico desechables.

Celda de cuarzo para medidas espectrofotométricas, Hellma modelo 114F-QS
(1400 pL con paso 6ptico de 10 mm).

» Celda de cuarzo para medidas espectrofotométricas, Hellma modelo 114F-QS
(300 pL con paso optico de 10 mm).

Celda capilar Zetasizer Nano Series DTS1070 (Malvern).

Celda de cuarzo ZEN0040, 400 pL (Malvern).

Tubos Eppendorf con volumen de 1.5 mL.

Agitadores magneticos.
= Tubos de plastico con volimenes de 12 y 50 mL.

= Filtros de ultrafiltracion Amicon Ultra de 50 kDa de tamafio de poro de

membrana (Millipore).
I11.1.4. Reactivos y disoluciones

Todos los reactivos utilizados durante la parte experimental han sido de calidad
analitica y no se ha realizado ningun tipo de purificacion previa a no ser que se indique
lo contrario. Las disoluciones acuosas se prepararon disolviendo la cantidad adecuada
de reactivo s6lido con agua ultrapura desionizada obtenida en un sistema Milli-Q

System.
Reactivos para la sintesis de AUNPs:
= Citrato sodico dihidratado, CgHsNazO7-2H,0 > 99% (Sigma-Aldrich).

= Tetracloroaurato de sodio dihidratado, NaAuCl-2H,0 99% (Aldrich).
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Reactivos para la modificacion del recubrimiento de las AUNPs:
= Acido a-lipoico, 98+% (Acros Organics).

= Monometoxipolietilenglicol funcionalizado con un grupo tiol, MeO-PEG-SH
(Laysan Bio, Inc.).

= Hidroxido sédico, NaOH 99.1 % (Fisher Chemical).
Reactivos y disoluciones para la caracterizacion y demas estudios:
= AuUNPs estabilizadas en buffer de citrato (Aldrich).

= Disoluciones reguladoras: Buffer de fosfatos (PBS) 100 MMy 10 mM a pH 6.7 y
7.4, buffer de Tris-borato-EDTA (TBE) 2.5x y 0.5 x a pH 8.3y 8.4.

= Agarosa, P.A. (Cambrex).

Acido clorhidrico, HCI 37 % P.A. (Merck).

Cloruro de sodio, NaCl 99 % P.A. (VWR Chemicals Prolabo BDH).

Cloruro de potasio, KCI 99 % P.A. (Panreac).

Fosfato de sodio di-basico anhidro, Na,HPO,4 P.A. (Panreac).

Fosfato dihidrégeno de potasio, KH,PO,4 P.A. (Merck).

Glicerol, 85 % P.A. (Merck).

Patrén de azufre para ICP, 1000 mg-L™ S (Merck).

Patrén de oro para ICP, 1000 mg-L™ Au (J.T.Baker).

I11.2. Métodos experimentales
111.2.1. Sintesis y purificacion de nanoparticulas de oro

La sintesis de nanoparticulas de oro se lleva a cabo en el laboratorio siguiendo
un procedimiento descrito por G. Frens.? Asi, se preparan 50 mL de NaAuCl,-2H,0 al
0.02 % y 10 mL de C¢HsNazO7-2H,0 al 1% en agua ultrapura Milli-Q. A continuacion,
se introducen los 50 mL de NaAuCl,;-2H,0 al 0.02 % Yy un agitador magnético en un
matraz de dos bocas, el cual esta colocado (al bafio Maria) sobre una placa calefactora
gue posee sistema de agitacion y que esta equipada con un controlador de temperatura.

Se programa la temperatura a 120 °C y se activa el sistema de agitacion, de manera que
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cuando la disolucién hierve, se afiade rapidamente 1 mL de CgHsNazO7-2H,0 al 1%.
La mezcla resultante se deja en agitacion y calentamiento durante diez minutos,
observandose un cambio en la coloracién de la disolucion acuosa de AuCl,” pasando en
primer lugar de un color amarillo pélido inicial a un tono amarillo méas intenso y
posteriormente a color azul oscuro-violaceo. Tras el calentamiento, se deja enfriar la
mezcla durante media hora, tiempo tras el cual la disolucion resultante (disolucion A)
muestra un color rojo rubi, que indica la presencia de AuNPs de aproximadamente 8-
10 nm de didmetro e incluso mayores. ElI cambio de color en la disolucién durante el

proceso de sintesis es indicativo del avance de la reaccion.

l_:; Agitacién y calentamiento o {\
; (120°C) hasta hervor

= § | 1mLcHN2,0,2H,01%
g
A Agitacion
A -f ' ‘ Calentamiento
\r— | 10min

50 mL NaAuCl,-2H,0
0.02 %

0.45 pm ‘ o

=Centrifugacion =

=Purificacion con agua
ultrapura Milli-Q — + «— 1
=AuNPs purificadas se llevan = ;
a volumen inicial con H,O ' -
I Almacenamiento |

100 kDa

Figura VII. llustracion esquematica del proceso de sintesis y purificacién de AuNPs solubilizadas con
CgHsNaz0;-2H,0.

Tras el proceso de sintesis se lleva a cabo una etapa de purificacion en la que se
elimina el exceso de reactivos. En este caso, la mayor parte de la disolucion A se
almacena (en nevera y oscuridad) y la purificacion se realiza a unos pocos mililitros de
la misma con el objetivo de conocer si las etapas que intervienen en dicha purificacion
perjudican o favorecen a las AuNPs resultantes. De esta manera, la porcion a purificar
se hace pasar en primer lugar por un filtro de 0.45 um y posteriormente se introduce en
un tubo de centrifuga que posee un Amicon de 100 kDa, centrifugandose 10 minutos a
7000 g. El precipitado obtenido se somete a sucesivos lavados y procesos de

centrifugacién a 7000 g en agua ultrapura Milli-Q (2 x 10 min) para su purificacién.
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Por altimo, el precipitado final se redisuelve en el volumen inicial de purificacion con
agua ultrapura Milli-Q, obteniéndose la disolucion B, cuya concentracion deberia ser
igual que la de la disolucion A si no hay pérdida significativa de analito durante las

sucesivas etapas de purificacion.

Todas las etapas empleadas en la sintesis y purificacion de las AuNPs

sintetizadas con citrato se ilustran de manera esquematica en la Figura VII.
I11.2.2. Caracterizacion de las AUNPs sintetizadas con citrato

Las AuNPs sintetizadas con citrato se someten a dos estudios basicos de
caracterizacion para conocer su tamafio y forma y sus propiedades espectrofotométricas

previamente y posteriormente a la purificacion.

111.2.2.1. Microscopia Electronica de Transmision

Se toman fotografias de una rejilla de Cobre recubierta con membrana de
carbon sobre la que se deposita previamente un pequefio volumen de disolucién A para
establecer la forma, estimar el grado de homogeneidad y llevar a cabo la medicion
precisa del tamafio del ndcleo de la nanoparticula, pardmetros que se pueden conocer

gracias al gran poder de resolucién de esta técnica.

[11.2.2.2. Espectrofotometria UV-Visible
A efectos comparativos, se realiza una dilucion 1:2 de disolucion A o B, segln

corresponda, y se registran frente a un blanco de agua ultrapura Milli-Q entre 250 y 800
nm para obtener los espectros de absorcion UV-Visible que revelan si el proceso de

purificacion influye o no significativamente sobre las AuUNPs sintetizadas.

111.2.3. Obtencidn y purificacion de AuNPs recubiertas con DHLA y/o MeO-
PEG-SH

Se preparan 1.35 mL de MeO-PEG-SH 1.52:10% M y 5 mL de Acido o-lipoico
7.53-10° M en agua ultrapura Milli-Q y ambas disoluciones se llevan hasta pH 9 con
NaOH 0.5 M para asegurar la completa desprotonacion del grupo carboxilo terminal
del Acido a-lipoico (pK.= 4.85) en el caso de dicha disolucion y para trabajar en las
mismas condiciones de pH en el caso de la disolucion de MeO-PEG-SH. Tras esto, se
preparan cinco mezclas de 0.5 mL con distintos porcentajes en volumen de Acido o-

lipoico y MeO-PEG-SH (Tabla I1). Posteriormente, cada una de las mezclas se pone en
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contacto con 2 mL de disolucién A en viales de vidrio, sometiéndose todos ellos a
agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas para que se favorezca el proceso de

intercambio de ligandos.

Tabla I1. Porcentajes en volumen de Acido o-lipoico y MeO-PEG-SH para las distintas mezclas.

Mezcla  Acido alipoico/ MeO-PEG-SH (% viv)

100/0
75/25
50/50
25/75
0/100

LA [ R [ [

Una vez se ha producido el proceso de intercambio de ligandos, las cinco
disoluciones de los viales de vidrio se centrifugan 15 minutos a 3500 rpm en tubos de
centrifuga con Amicon de 50 kDa. La purificacion del precipitado para eliminar el
exceso de reactivos en todos los casos se lleva a cabo con sucesivos lavados y procesos
de centrifugacion a 3500 rpm en agua ultrapura Milli-Q (2 x 15 min). Por altimo, el
precipitado final se lleva a 2.5 mL con agua ultrapura Milli-Q en cada una de las cinco

situaciones, obteniéndose lo que a partir de ahora se denominara disoluciones C.
111.2.4. Caracterizacion de AuNPs recubiertas con DHLA y/o MeO-PEG-SH

[11.2.4.1. Espectrofotometria UV-Visible
Para el estudio de la estabilidad de las AuUNPs con DHLA y/6 MeO-PEG-SH en

diferentes entornos quimicos, esto es, a distintos valores de pH y concentracion de

sales, se emplea la Espectrofotometria UV-Visible.
[11.2.4.1.1. Estabilidad a la fuerza iénica del buffer

Cuando el objetivo es conocer la influencia de sales, se preparan tres muestras
para cada una de las disoluciones C, conteniendo cada una de ellas 250 pL de la
disolucion C correspondiente y 1000 pL de agua, PBS 10 mM a pH 7.4 o PBS 100 mM
apH®6.7.

111.2.4.1.2. Estabilidad a la variacién del pH

El ensayo que aporta informacion acerca del comportamiento de las AuNPs a

distintos valores de pH se lleva a cabo preparando muestras que estan constituidas por
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30 pL de disolucion C y 120 uL de disolucion de PBS a pH 5.7, 8.8, 7.4, 10.7 6 11.9,

segun corresponda.

Los espectros de absorcion UV-Visible se obtuvieron registrando todas las
muestras mencionadas anteriormente frente a un blanco de agua ultrapura Milli-Q entre
200 y 800 nm.

111.2.4.2. Microscopia Electrénica de Transmision

Al igual que en el caso de las AuNPs cuya superficie estaba modificada con
citrato, se realizan fotografias de rejillas de Cobre recubiertas con membrana de carbon

sobre las que se deposita un pequefio volumen de la disolucién C correspondiente.

111.2.4.3. Dinamic Light Scattering
Las medidas de DLS se efectuaron a cinco muestras resultantes de tomar 10

microlitros de las disoluciones C que posteriormente fueron diluidos a 2 mL con agua

ultrapura Milli-Q.

Se crearon archivos de medida especificos para tamafio de acuerdo a las
especificaciones del fabricante y se configuré que cada medida se repitiese tres veces
consecutivas con la finalidad de calcular pardmetros estadisticos basicos (media y

desviaciones estandar) tal y como aconseja el fabricante.

111.2.4.4. Electroforesis en gel

Previamente a la electroforesis en gel, se prepara TBE 0.5x a partir de TBE 2.5x
a pH 8.3. Tras esto, se calientan 100 mL de TBE 0.5x a pH 8.4 en un Erlernmeyer que
posee en su interior un agitador magnético. Cuando este tampdn acuoso comienza a
hervir, se le afiade 1 g de agarosa seca en polvo bajo agitacion. La mezcla resultante se
deja hervir hasta que la agarosa se haya fundido completamente y se obtenga una
disolucion transparente. A continuacidn, ésta ultima se vierte en un molde para gel (que
posee un “peine”’ de electroforesis para obtener los sitios de carga de las muestras) y se
deja enfriar a temperatura ambiente hasta que se forma un gel rigido de 10 cm de

longitud.

Una vez se obtiene el gel, se introduce en una cubeta, se cubre completamente
con TBE 0.5x (tampon de electroforesis) y se quita el “peine” con el objetivo de cargar
las muestras en el gel. Se preparan cinco muestras que estan constituidas por 150 pL de

la disolucién C correspondiente y 25 puL tampon de carga (obtenido con 32 mL TBE
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0.5x, 16 mL glicerol y 160 mg azul de bromofenol), cargandose 20 uL de cada una de
ellas en el gel de agarosa. Tras esto, la cubeta se pone en contacto con dos electrodos,
un &nodo (que constituye el polo positivo) y un catodo (que actia como polo negativo),
los cuales se conectan a una fuente de alimentacion eléctrica para llevar a cabo la
electroforesis. En la Figura VIII se ilustra una representacion esquematica del modo de
trabajo empleado en dicha electroforesis, en la cual se fija en primer lugar un voltaje de
100 V, alcanzandose una intensidad de 25 mA y una potencia de 2.5 W y trabajando a
un campo eléctrico (E) de 10 V/cm durante 20 minutos mientras que posteriormente se
aumenta el voltaje a 200 V, trabajandose a 70 mA, 13 W y E=20 V/cm durante 32

minutos.
fusnty dc_ f f o cable
alimentacion =
catodo - deid
° muestra '
c:'c:frodé gel ‘ ¢ C\'hc‘éo
§ .
..
cubeta 7 P
Figura VIII. llustracion esqueméatica del modo de trabajo empleado en una electroforesis horizontal.

111.2.5. Caracterizacion de las AuNPs sin modificar comerciales

Las AuNPs comerciales sin modificar y estabilizadas en buffer de citrato
también se caracterizan por Microscopia Electronica de Transmision y
Espectrofotometria UV-Visible siguiendo el mismo protocolo de trabajo explicado para

las AuNPs sintetizadas.

111.2.6. Obtencion y purificacion de AuNPs comerciales recubiertas con
DHLA y/o MeO-PEG-SH

Las etapas desarrolladas en esta experiencia son las mismas que las que se
explican en el apartado 111.2.3., diferenciandose que en este caso se preparan 5 mL de
MeO-PEG-SH 8.66-10° M y 5 mL de Acido o-lipoico 5.14-10° M en agua ultrapura
Milli-Q, las mezclas de 0.5 mL con distintos porcentajes en volumen de Acido a-
lipoico y MeO-PEG-SH se ponen en contacto con 2 mL de disolucion comercial de

AuNPs sin modificar y que la centrifugacion y purificacion de las disoluciones
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resultantes del proceso de intercambio de ligandos se lleva a cabo a 5500 rpm,

obteniéndose lo que a partir de ahora se denominaré disoluciones D.

I11.2.7. Caracterizacion de AuNPs comerciales recubiertas con DHLA y/o
MeO-PEG-SH

111.2.7.1. Espectrofotometria UV-Visible
Se preparan muestras conteniendo cada una de ellas 150 pL de la disolucion D
correspondiente y 600 uL de agua, PBS 10 mM a pH 7.4, PBS 100 mM a pH 6.7 6
disolucién de PBS a pH 4.5, 5.6, 7.4, 8.8, 10.1 ¢ 11.9, segun corresponda.

111.2.7.2. Microscopia Electrénica de Transmision

Se toman fotografias de rejillas de Cobre recubiertas con membrana de carbon

sobre las que se deposita un pequefio volumen de las disoluciones D.

111.2.7.3. Dinamic Light Scattering
Con esta técnica las medidas se realizan a seis muestras, siendo una de ellas

resultante de tomar 100 pL de la disolucion comercial de AuNPs sin modificar y las
otras cinco de tomar 114 uL de la respectiva disolucion D, diluyéndose todas ellas a 5

mL en agua ultrapura Milli-Q.

111.2.7.4. Electroforesis en gel

El protocolo de trabajo empleado para la electroforesis en gel es el mismo que
se describe en el apartado 111.2.4.4. pero en este caso Se preparan cinco muestras que
estan constituidas por 60 pL de la disolucion D correspondiente y 10 uL. del mismo
tampdn de carga. Ademas, la electroforesis se lleva a cabo a un voltaje fijo de 100 V

durante 60 minutos.

111.2.7.5. Espectrometria de masas con fuente de acoplamiento inductivo

Se toman 100 pL de una disolucién patron de 1000 ppm de S y se llevan a 10
mL con HCl al 1 %, obteniéndose una disolucién de 10* ppb de S (disolucién E). Tras
esto, se preparan patrones en los que se mantiene constante la concentracién de Au
(todos ellos contienen 50 pL de una disolucion patron de Au de 1000 ppm) mientras
que se va aumentando la concentracién de S (0, 25, 50, 75 y 100 uL de disolucion E,
respectivamente). Todos los patrones se llevan a 10 mL con HCl al 1 % y se procede a
su medida en ICP-MS.
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Por otro lado, se preparan cinco muestras conteniendo cada una de ellas 250 puL
de la disolucidn D correspondiente, volumen que se lleva a 2.5 mL con agua ultrapura
Milli-Q. Estas muestras se miden en el ICP-MS tras un proceso de limpieza exhaustivo

del equipo posteriormente a la medida de los patrones.
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Discusion de resultados

IV.1. Caracterizacion de las AuNPs sintetizadas con citrato

Las nanoparticulas de oro sintetizadas en el laboratorio de acuerdo con el
procedimiento descrito en el apartado 111.2.1. fueron caracterizadas empleando la
Microscopia Electronica de Transmision y la Espectrofotometria UV-Visible.

IV.1.1. Microscopia Electronica de Transmision

La caracterizacion del tamafio y la forma del oro coloidal es de gran
importancia para asegurar que las particulas son homogéneas en didmetro y que no

hay agregados presentes en la dispersion.

En nuestro caso, una de las maltiples imagenes obtenidas de la disolucion de
AUNPs sintetizadas y estabilizadas con citrato se muestra en la Figura IX. Se puede
observar que la sintesis llevada a cabo en el laboratorio origina AuNPs con una
distribucion de tamafio bastante homogénea con un diametro de nanoparticula en torno
a 18 nm. Ademas, las nanoparticulas no poseen completamente una forma esférica, lo
que podria repercutir en los resultados que se obtendrian tras la caracterizacion de las
AUNPs sintetizadas cuando se someten a un proceso de intercambio de ligandos con
Acido o-lipoico y/6 MeO-PEG-SH. Por ultimo, se puede apreciar que las
nanoparticulas muestras signos de agregacion, fendmeno que se puede producir por la
transferencia de la disolucion de AuNPs estabilizadas con citrato a la rejilla de cobre,

como ocurre en la bibliografia.*

Figura IX. Imagen TEM de AuNPs recubiertas con citrato.
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IV.1.2. Espectrofotometria UV-Visible

Gracias a sus propiedades Opticas excepcionales, las nanoparticulas de oro
también se pueden caracterizar mediante el estudio del pico de absorcion (la posicion e
intensidad de Amax) de la banda del SPR, fendmeno que en el caso de las AuNPs se
produce a longitudes de onda correspondientes a la region visible del espectro. El
espectro obtenido informa directamente del tamafio, estado de agregacion, y en base a
la ley de Beer (Ecuacién 1), de la concentracion de nanoparticulas.

A=—log (T)=—log (?) =&bC (1)

Los espectros de absorcion UV-Visible obtenidos en este ensayo se muestran
en la Figura X, la cual pone de manifiesto que para ambas disoluciones (A y B, siendo
la A la de AuNPs estabilizadas con citrato sin purificar y la B la de AuNPs
estabilizadas con citrato purificada) el maximo de absorcion se encuentra a una
longitud de onda de 526 nm. No obstante, se puede apreciar que la absorbancia a dicho
valor es inferior tras la etapa de purificacion (0.790 frente a 0.930 que se corresponde
con la méxima absorbancia de la disolucion A) y que el ancho de pico al 75 % de la
altura del mismo es de 60 y 76 nm para la disolucién A y B, respectivamente. Ademas,
habitualmente se emplea el valor resultante de la relacion de los valores de
absorbancia a 650 nm y el maximo de absorcion de la muestra para detectar la
presencia 0 no de agregados en la misma. De esta manera, cuando dicha relacion es
inferior o igual a 0.1, es indicativo de que no hay agregados en la muestra mientras
que cuando es superior a 0.1, si hay presencia de agregados. Asi, en nuestro caso, la
razon entre los valores de absorbancia a 650 y 526 nm es 0.1 y 0.4 para la disolucién
A y B, respectivamente. Esto indica que el proceso de purificacion no mejora la

calidad de las nanoparticulas sintetizadas y provoca agregaciones indeseadas.

Por otro lado, la concentracion en AuNPs de las disoluciones A y B se puede
calcular si se sustituyen los datos espectrofotométricos obtenidos para cada una de las
diluciones en la ley de Beer y se conoce el coeficiente de extincién molar de éstas
Gltimas. Para este Gltimo requisito se emplea la Ecuacion 2, la cual refleja que se
produce un aumento drastico en el coeficiente de extincion molar a medida que

aumenta el diametro “core” de las nanoparticulas de oro, siendo ¢ el coeficiente de
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extincion en M cm™, D el didmetro “core” de las nanoparticulas (que en este caso es
18 nm comprobado por TEM), k = 3.32111 y a = 10.80505.>° Asi, aplicando esta
ecuacion y teniendo en cuenta el factor de dilucion, la concentracion determinada es

2.55-10° My 2.16-10° M en AuNPs para la disolucién A y B, respectivamente.

Ine=klnD+a (2)

Absordmeia (U.A)

30 830 T30
A (om)

Figura X. Espectros de absorcion UV-Visible para AuNPs sintetizadas de la disolucion (===) Ay

Como se puede observar, toda la informacion extraida de los espectros indica
que las etapas que intervienen en la purificacion empobrecen la calidad de las AuNPs
sintetizadas. Por lo tanto, los experimentos posteriores se veran favorecidos si se

trabaja directamente con la disolucién de AuNPs estabilizadas con citrato sin purificar.

IVV.2. Obtencién y purificacion de AuNPs recubiertas con DHLA y/o
MeO-PEG-SH

La modificacion con Acido o-lipoico y/6 MeO-PEG-SH del recubrimiento
original de las AuNPs estabilizadas con citrato y sintetizadas en el laboratorio se lleva
a cabo teniendo en cuenta que el empleo de ligandos bidentados para la solubilizacién
de AuUNPs ofrece numerosas ventajas en términos de estabilidad coloidal y
propiedades fisicas de las nanoparticulas dispersas en medios acuosos. Ademas, la
combinacion de estos ligandos con compuestos de base PEG que poseen diferentes
grupos funcionales es sencilla, proporciona a las nanoparticulas una biocompatibilidad

muy elevada y reduce drasticamente las adsorciones inespecificas.

34



Discusion de resultados

Teniendo en cuenta lo comentado previamente, el derivado PEG que se emplea
en este trabajo de investigacion es el Monometoxipolietilenglicol funcionalizado con
un grupo tiol (MeO-PEG-SH) porque por un extremo presenta un grupo tiol que se va
a unir fuertemente a la superficie del oro mientras que por el otro lado posee un grupo
metoxi en lugar del grupo hidroxilo que evita la presencia de interacciones
inespecificas. A menudo se considera que el grupo hidroxilo en el PEG-SH es
relativamente inerte. Sin embargo, en algunas situaciones puede reaccionar con ciertos
grupos funcionales que cominmente intervienen en la etapa de bioconjugacion (p.ej.

isocianato), lo cual no interesa.*?

La modificacion del recubrimiento original de las AuNPs sintetizadas en el
laboratorio ocurre a través del proceso de intercambio de ligandos que se esquematiza
en la Figura XI, en el cual la apertura del ciclo del Acido a-lipoico es instantanea
debido a la gran afinidad del azufre por el oro, por lo que a partir de este momento este
ligando pasa a ser acido dihidrolipoico.

Agtwcion 14 horm

by ' AuNP
AUNP AuNp

Figura XI. llustracion esquemética del proceso de intercambio de ligandos de citrato a DHLA y/6
MeO-PEG-SH.

Los vollimenes de las disoluciones de Acido a-lipoico y MeO-PEG-SH que se

toman para cada mezcla se han seleccionado buscando que en cada una de ellas se
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tenga un exceso de ambos ligandos frente al nimero de moles de atomos superficiales
de Au en 2 mL de disolucién A (7.27-10), parametro que se obtiene facilmente si se
conoce el nimero de atomos superficiales de Au por nanoparticula (SA). Este Gltimo
valor depende del nimero de capas (de atomos de oro) que componen la nanoparticula
y se puede estimar empleando la Ecuacion 3, donde n es el nUmero de capas y se
determina dividiendo el radio de la nanoparticula entre 0.238 nm.*® Asi, en nuestro
caso el namero de moles que se pone de Acido a-lipoico y MeO-PEG-SH es 50 y 100
veces superior al nimero de moles de atomos superficiales de Au a los que se uniria
cada tipo de recubrimiento tedricamente en cada una de las disoluciones C, cuyas
concentraciones en AuNPs son del orden de 2:10° M. El exceso para el MeO-PEG-SH
es el doble que para el Acido o-lipoico para compensar el nimero de atomos de azufre

iniciales de cada compuesto.

SA=10n2+2 (3)

IVV.3. Caracterizacion de AuNPs recubiertas con DHLA y/o MeO-
PEG-SH

Los datos experimentales que se muestran en esta seccion son resultado de
realizar un estudio exhaustivo de caracterizacion de las AUNPs recubiertas con DHLA
y/6 MeO-PEG-SH, dentro del cual se engloba el analisis de la estabilidad de las
nanoparticulas en distintos entornos quimicos, su tamafio y forma, perfil de

distribucién de tamafio y carga superficial.
IV.3.1. Espectrofotometria UV-Visible

1V.3.1.1. Estabilidad a la fuerza iénica del buffer

Los espectros de absorcion obtenidos para las tres muestras (cuyas

concentraciones en AuNPs son del orden de 4-10™° M) de cada disolucién C se
ilustran en la Figura XII, de donde se pueden sacar varias conclusiones. En primer
lugar, para todas las situaciones estudiadas el maximo de absorcion sufre un ligero
desplazamiento batocrémico en comparacién con la longitud de onda de absorcién
méaxima de las AuNPs recubiertas con citrato (de 526 a 530-532 nm), como ocurre en

la bibliografia.*® Por otro lado, las AuNPs recubiertas con las distintas mezclas de
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DHLA y MeO-PEG-SH presentan valores de absorbancia ligeramente superiores a
aquellos que se obtienen para las AuNPs recubiertas unicamente con DHLA 6 MeO-
PEG-SH en medio acuoso, lo que indica que éstos dos Ultimos tipos de nanoparticulas
presentan una estabilidad sutilmente menor en el medio de partida. Asimismo, en las
AuNPs que tedricamente poseen un 100 % o 75 % de moléculas de DHLA en su
recubrimiento son las que mas se ven afectadas por la fuerza ionica del medio que las
contiene, agregandose principalmente a elevada concentracion de sales. A su vez, a
medida que aumenta el % en volumen de MeO-PEG-SH, las AUNPs muestran menos
diferencias significativas en cuestion de estabilidad al variar la concentracion de
electrolitos, siendo las que estan recubiertas por 100 % de moléculas de MeO-PEG-SH

las que presentan un comportamiento ideal, como se describe en la bibliografia.?

A) B)
; AN 2 /
z / N = /,'
Fos ' o T e
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Figura XI1. Espectros de absorcién UV-Visible cuando la relacion Acido a-lipoico/MeO-PEG-SH (%
V/V) S (===) 100/0, (=) 75/25, (=) 50/50, (===) 25/75y (===) 0/100 en A) agua, B) PBS 10 mM
apH7.4yC)PBS100 mM apH 6.7.

Este hecho se puede explicar considerando que la estabilidad de las
nanoparticulas en disolucién depende principalmente de caracteristicas superficiales
tales como la carga superficial y la estructura de los ligandos. Como ya se ha
comentado en la introduccién, un aumento de la repulsion electrostatica entre las

nanoparticulas y un mayor impedimento estérico de su superficie puede mejorar
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significativamente la estabilidad de las mismas en disolucion. En este caso, la carga
superficial de las nanoparticulas disminuye considerablemente cuando se aumenta la
concentracion de electrolitos en las relaciones en las que se posee mayor % en
volumen de Acido a-lipoico, lo que provoca una agregacion de las nanoparticulas
debido a una reduccion de repulsiones electrostaticas entre ellas. Sin embargo, cuando
se trabaja con mayores % en volumen de MeO-PEG-SH, las AuNPs se recubren de
muchas cadenas de este polimero, dando lugar a una estabilidad en disolucion acuosa
que se debe principalmente al aumento del impedimento estérico superficial de las

nanoparticulas.

IV.3.1.2. Estabilidad a la variacion del pH
En cuanto al estudio de la influencia del pH (Figura XIII) se puede apreciar

que, al igual que lo que ocurria en medio acuoso, las AuNPs que presentan una
estabilidad ligeramente superior en el intervalo de pH estudiado, que en este caso va
desde 5.7 a 11.9, son las que se obtuvieron cuando se emple6 un 25, 50 y 75 % en
volumen de MeO-PEG-SH al efectuar el proceso de intercambio de ligandos. Por el
contrario, aquellas que estan recubiertas inicamente con moléculas de DHLA 6 MeO-
PEG-SH son las que poseen valores de absorbancia menores, los cuales aumentan a

medida que lo hace el pH del medio de trabajo.
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Figura XI11. Evolucion de las sefiales de absorbancia cuando la relacion Acido a-lipoico/MeO-PEG-
SH (% Vv/v) es (=) 100/0, (=) 75/25, (=) 50/50, (====) 25/75 y (=) 0/100 con el aumento del
pH (2= 530 nm).
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IV.3.2. Microscopia Electronica de Transmision

Si se compararan las fotografias realizadas por Microscopia Electronica de
Transmision para las AuNPs con recubrimientos de DHLA y/6 MeO-PEG-SH con
aquellas realizadas para las de recubrimiento de citrato (Ver Figura IX), se puede
observar que, tras la modificacion superficial, los nicleos de Au no sufren aparentes
modificaciones en tamafio y forma. Sin embargo, lo que si se puede apreciar es que las
AuNPs recubiertas Unicamente con DHLA (Figura XIV A)) parece que sufren una
mayor tendencia a la agregacién como ocurria en el caso de las AuNPs recubiertas con
citrato mientras que se obtiene una distribucién bien dispersa de las nanoparticulas en
el caso de las AuNPs recubiertas solo con MeO-PEG-SH (Figura XIV B)).

A) B)

we- o

Figura XIV. Imagen TEM de AuNPs recubiertas con A) DHLA y B) MeO-PEG-SH.

IVV.3.3. Dinamic Light Scattering

Las medidas en DLS se llevan a cabo con el objetivo de adquirir una
distribucién del tamafio de particula para cada disolucién obtenida tras el proceso de
intercambio de ligandos al emplear distintos porcentajes en volumen de Acido o-
lipoico y MeO-PEG-SH, hecho que desde el punto estadistico no se puede llevar a
cabo con adecuada precision empleando la Microscopia Electronica de Trasmision
debido a que en ésta Ultima solo se miden decenas o cientos de particulas. Ademas, a
diferencia de lo que ocurre en TEM, en esta técnica no se estudian nanoparticulas bajo
condiciones de vacio o sequedad, sino que las medidas que se obtienen son de
didmetro hidrodinamico, las cuales tienen en cuenta el tamafio del nicleo mas el del

recubrimiento en disolucién y el del entorno de hidratacion.

Estas medidas se fundamentan en la fluctuacion de la intensidad de la luz

dispersada con el tiempo de las AuNPs en suspension, las cuales estan en continuo
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movimiento debido al bombardeo de las moléculas de disolvente que las rodean
(movimiento Browniano). Asi, las particulas que dispersan mas intensidad de luz
poseen menor coeficiente de difusién y en consecuencia mayor radio hidrodindmico
mientras que aquellas que dispersan menos intensidad tienen mayor coeficiente de
difusion pero son mas pequefias. La relacién inversamente proporcional entre el
didmetro hidrodindmico y el coeficiente de difusion viene dada por la ecuacion de
Stokes-Einstein (Ecuacién 4), donde d (H) es el diametro hidrodindmico, D el
coeficiente de difusion translacional, k la constante de Boltzmann, T la temperatura

absoluta y 7 la viscosidad.

kT
AW =3 5 @

Los datos obtenidos al medir las cinco muestras de AuNPs modificadas con
Acido a-lipoico y/6 MeO-PEG-SH, cuyas concentraciones en AuNPs son del orden de
10™ M, son muy similares entre si, por lo que la discusion se va a centrar en aquellos
resultados obtenidos para la muestra de la disolucién C que posee AuNPs recubiertas
Unicamente con DHLA, siendo extrapolable dicha discusion para el resto de las

muestras.

En la Figura XV A) se representa el porcentaje relativo de la luz dispersada de
las AuNPs frente al tamafio, obteniéndose la distribucion de tamafio de particula en
intensidad (para la muestra de la disolucion C que contiene AuNPs con DHLA), la
cual es bimodal con dos picos principales a 28 y 647 nm, lo que indica que hay
agregados presentes en la muestra. No obstante, la conversion de dicha representacion
a una distribucion de tamafio en volumen mediante la teoria de Mie (Figura XV B))
muestra que estos agregados estan presentes en baja concentracion (aproximadamente
el 90 % de la muestra consiste en particulas de 28 nm). Aunque estos agregados son
muy pocos, son capaces de dispersar una cantidad significante de luz que contribuye al

pico mas intenso de la Figura XV A).

La Figura XV A) se puede convertir a su vez en una distribucion de tamafio en
namero, la cual es monomodal con un pico principal a 24.5 nm (Figura XV C)). Este

resultado sugiere que si la muestra se caracteriza utilizando una técnica basada en
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namero (TEM por ejemplo), la mayoria de las particulas visibles serian las pequefias,
como ocurre en la Figura XIV A), mientras que la presencia de particulas grandes
Unicamente se veria si se contase un numero suficiente de ellas. A diferencia de lo que
ocurre en TEM, la técnica de DLS posee una resolucion muy baja, por lo que no es
capaz de resolver materiales que posean mucha diferencia entre sus tamafios. Esto se
traduce en que si se mide una muestra que posea una mezcla de particulas individuales
y agregados de 2, 3 0 4 particulas, el resultado final obtenido para el didmetro
hidrodinamico se veria influenciado por las particulas mas grandes ya que dispersan la
mayoria de la luz. Existen dos parametros, didmetro “Z-average” (didmetro
hidrodindmico principal) e indice de polidispersidad, PDI (estimacion del ancho de la

distribucion) que son sensibles a la presencia de agregados.

A)

[meenisadad (%o

B)

Vohmnen (%

Nuamero (%o)

Timasio (d nn)

Figura XV. Distribucion de tamafio en A) intensidad, B) volumen y C) nimero obtenida para la
muestra de AUNPs con DHLA.

En nuestro caso, en las tres medidas de cada una de las cinco muestras se
obtienen valores elevados para “Z-average” e PDI que indican la presencia, en muy
baja concentracion, de agregados en las muestras. Estos agregados no se deben a la
aglomeracion de las AuNPs porque todas las disoluciones C poseen color rojo y no
azul (o color intermedio entre rojo y azul) que es el indicativo directo de agregacion,

por lo que la presencia de agregados se asocia a un exceso de reactivos que no se
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elimind correctamente durante el proceso de purificacion para obtener las disoluciones
C o a posibles impurezas que provienen del medio en el que se preparan las muestras.
Debido a esto, no se puede dar un valor de diametro hidrodindmico representativo de
las AUNPs que se poseen en disolucién (ya que es el que se corresponde con el Z-
average), pero lo que si se puede extraer es informacion acerca del didmetro
hidrodindmico en nimero que mas se repite (la moda) para cada tipo de AuNPs. Estos
valores, como cabria esperar, son superiores a los obtenidos por TEM y se encuentran
comprendidos entre 20 y 25 nm (Figura XVI).

Tamaiio (d.nm)

0 T T T T )
0 20 40 60 20 100
% volumen de MeO-PEG-SH

Figura XVI. Diametro hidrodinAmico en nimero que mas se repite para cada tipo de AuNPs.

IV.3.4. Electroforesis en gel

El empleo de la electroforesis (técnica de separacion que se basa en la diferente
movilidad o velocidad de migracion de particulas cargadas debido a la accién de un
campo eléctrico) en este trabajo de investigacion se realiza con el objetivo de verificar
si las AUNPs recubiertas con DHLA migran més hacia el anodo como consecuencia de
gue poseen mayor carga superficial que aquellas cuyo recubrimiento es Unicamente de
MeO-PEG-SH, comparacion que se puede hacer porque existen ligeras diferencias
significativas entre los diametros hidrodindmicos en numero que mas se repiten para
cada tipo de AuNPs.

De esta manera, el resultado obtenido tras analizar las suspensiones de AuNPs
(cuyas concentraciones son del orden de 1.7-10™° M) mediante la electroforesis en un
medio anticonvectivo como es el gel de agarosa se muestra en la Figura XVII A). Se

puede apreciar que existe un bajo contraste que dificulta observar las bandas en la
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imagen, lo que se debe a que las bandas en el gel tienden a difundirse y espaciarse a
medida que avanzan las particulas, hecho incontrolable que se debe al tamafio de los
poros del gel. Por este motivo, se destacan en la imagen (Figura XVII B)) las zonas en
donde aparecen las bandas al igual que se indica el orden de carga de las muestras en
el gel (Tabla IlI), observdndose a modo cualitativo que las AuNPs recubiertas con
DHLA son las que con diferencia recorren mas distancia hacia el &nodo mientras que
aquellas que se encuentran rodeadas Unicamente por MeO-PEG-SH son las que lo
hacen en menor medida. Como se encuentra descrito en la bibliografia, cuanto mayor
es la cantidad de compuesto de base PEG empleada, mayor es el recubrimiento de las
nanoparticulas, hecho que contribuye a la obtencion del mayor didmetro
hidrodinamico (ver Figura XV1) y que junto a la ausencia de carga del MeO-PEG-SH,
hacen que las bandas electroforéticas queden més alejadas del 4nodo.** Asimismo, se
puede apreciar que no hay resolucion suficiente para distinguir entre las distancias
recorridas por las AuNPs que tedricamente poseen en su recubrimiento tanto DHLA

como MeO-PEG-SH, pero lo que si se puede afirmar es que lo hacen en magnitudes

similares.
i A) B
1+]
A Tabla N, Ovclen de cargo de fos muestras
| 1000
- - p 1000
—> 3 7424
4 7525
Ll L = e
-- =—¢ 26/7%
7 0/100
8 0100
1 23454 24

]

Figura XVII. Imagen ilustrativa del gel de electroforesis A) real y B) con las bandas destacadas.

Como se ha podido comprobar, algunas de las técnicas analiticas empleadas
anteriormente en la caracterizacion de las AuNPs sintetizadas y modificadas con
DHLA y/6 MeO-PEG-SH no proporcionan los resultados mas oOptimos para las
nanoparticulas al trabajar con distintos porcentajes en volumen de ambos

recubrimientos. Ante esta situacién, se podrian nombrar varios factores que hayan
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podido influenciar en la obtencién de estos resultados anémalos, siendo quiza la
diversidad de formas de las particulas observada en la Figura IX la mas influyente de
todas.

La ausencia de reproducibilidad tanto en el tamafio como la forma de las
nanoparticulas son fendmenos que bibliograficamente se asocian a procesos de sintesis
que se llevan a cabo en las condiciones no méas favorables. Para el conocimiento de
estas condiciones mas favorables u éptimas es necesario realizar en primer lugar un
proceso de optimizacion en la sintesis de AuNPs que requiere tiempo y disponibilidad
de equipos instrumentales para llevar a cabo la caracterizacion de las nanoparticulas
obtenidas en cada situacion. Cuando no se posee alguno de estos dos requisitos, una
alternativa muy empleada por muchos cientificos es hacer uso de nanoparticulas
reproducibles tanto en tamafio y forma que se encuentran disponibles comercialmente.
Esta estrategia es la que se ha empleado en la segunda parte de este trabajo de
investigacion, de manera que se lleva a cabo un estudio de caracterizacion béasico de la
disolucion comercial y coloidal de AuNPs estabilizadas con citrato empleando la
Microscopia Electronica de Transmision y la Espectrofotometria UV-Visible y un
estudio de caracterizacion exhaustivo de las AuNPs recubiertas con citrato cuando se
modifican con Acido a-lipoico y/6 MeO-PEG-SH a través del empleo de la
Microscopia Electronica de Transmision, Espectrofotometria UV-Visible, Dinamic
Light Scattering, Electroforesis en gel y Espectrometria de masas con fuente de

acoplamiento inductivo.

IV.4. Caracterizacion de las AuNPs comerciales

Las especificaciones del proveedor de la disolucién de oro coloidal comercial
estabilizada en buffer de citrato indican que ésta ultima posee particulas con diametro
de 20 nm, existiendo un indice de dispersion del 10 %, lo que quiere decir que puede

haber presencia de particulas con diametros comprendidos entre 18 y 22 nm.

IV.4.1. Microscopia Electrénica de Transmisidon y Espectrofotometria UV-
Visible

Para verificar las especificaciones indicadas por el fabricante, en primer lugar

se analiza la disolucion de AuNPs comercial por TEM, obteniéndose varias imagenes

44



Discusion de resultados

como las que se muestran en la Figura XVI11, donde se destaca una mejora en la forma
(todas las nanoparticulas poseen forma esférica) y monodispersidad frente a las
AuNPs sintetizadas y estabilizadas con citrato. Ademas, la mayoria de las AuNPs
poseen un diametro de particula en torno a los 20 nm, aunque hay algunas de ellas que
lo tienen por debajo de dicho valor (entre 17 y 20 nm).

s ‘ 3
Figura XVI11. Imagenes TEM de AuNPs comerciales recubiertas con citrato.

Por otro lado, aunque en este caso se conozca la concentracion en AuNPs de la
disolucién coloidal de oro comercial (1.09-10° M), es igualmente interesante analizar
esta muestra mediante medidas en Espectrofotometria UV-Visible para saber la
posicion e intensidad de la Amax del pico de absorcion de la banda del SPR. Asi, el
espectro de absorcion UV-Visible (de la dilucion 1:2 de la disolucion comercial de
AUNPs estabilizadas con citrato) adquirido se muestra en la Figura XIX, donde se
manifiesta que el maximo de absorcion se encuentra a una longitud de onda de 523
nm, la absorbancia a dicho valor es 0.510, el ancho de pico al 75 % de la altura del
mismo es de 49 nm y la relacion de los valores de absorbancia a 650 y 523 nm es 0.06,

lo que indica que no hay presencia de agregados.

Aborbomeia (T.4.)

400 450 500 550 500 650 00
% (nm)

Figura XIX. Espectro de absorcion UV-Visible para la disolucion comercial de AUNPs estabilizadas

con citrato.
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IVV.5. Obtencion y purificacion de AuNPs comerciales recubiertas con
DHLA y/o MeO-PEG-SH

De forma similar a lo realizado con las AuNPs sintetizadas y estabilizadas con
citrato, se lleva a cabo la modificacion superficial de las AuNPs comerciales que
poseen moléculas de citrato en su recubrimiento. A diferencia de lo que ocurria en el
apartado 1V.2., en este caso el nimero de moles de atomos superficiales de Au en 2
mL de disolucién coloidal de oro comercial es 3.83-10°® (valor calculado empleando la
ecuacion 3) pero el nimero de moles que se afiade de Acido a-lipoico y MeO-PEG-SH
sigue siendo 50 y 100 veces superior al nimero de moles de atomos superficiales de
Au a los que se uniria cada tipo de recubrimiento tedricamente en cada una de las
disoluciones de nanoparticulas de oro resultantes de la modificacion superficial, cuyas

concentraciones en AuNPs son del orden de 8.72-10™° M.

IVV.6. Caracterizacion de AuNPs comerciales recubiertas con DHLA
y/o MeO-PEG-SH

IV.6.1. Espectrofotometria UV-Visible

IV.6.1.1. Estabilidad a la fuerza iénica del buffer vy a la variacién del pH

La variacion de las sefiales de absorbancia en funcion del % en volumen de
MeO-PEG-SH para las tres muestras (cuyas concentraciones en AuNPs son del orden
de 1.744-10™ M) de cada disolucion resultante de la modificacién superficial se
muestra en la Figura XX A), donde puede apreciar que para todas las situaciones se
mantiene el maximo de absorcion en 523 nm. Ademas, al igual que en el caso de las
AUNPs sintetizadas y modificadas con MeO-PEG-SH, las AuNPs comerciales
recubiertas por 100 % de moléculas de MeO-PEG-SH son las que no muestran
diferencias significativas en los valores de absorbancia al cambiar la fuerza i6nica del
medio que las contiene. No obstante, a diferencia de lo que ocurre en la Figura XII, las
AuUNPs que tedricamente poseen un 75, 50 o 25 % de moléculas de DHLA en su
recubrimiento apenas se ven afectadas al variar la concentracion de electrolitos, lo que
no ocurre con las AuNPs rodeadas completamente por DHLA, que se siguen

agregando en menor grado de significacion a elevada concentracién de sales.
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Por otro lado, en la Figura XX B) se observa que todos los tipos de AuNPs
resultantes de la modificacion superficial, a excepcion de las que estan recubiertas
Unicamente por moléculas de DHLA, mantienen sus valores de absorbancia
practicamente constantes en el intervalo de pH estudiado, que en este caso va desde
45a1l1.09.

(TR

Abserbanas (LA

o o
o voluseen MeO-PEGSH

Figura XX. A) Variacion de las sefiales de absorbancia en funcién del % en volumen de MeO-PEG-SH
en (#) agua, (M) PBS 10 mM a pH 7.4y (++) PBS 100 mM a pH 6.7 y B) evolucion de las sefiales de
absorbancia cuando la relacion Acido a-lipoico/MeO-PEG-SH (% V/v) €S (=) 100/0, (=) 75/25,

(=) 50/50, (m===) 25/75 y (=) 0/100 (1= 523 nm).

De estas afirmaciones se concluye que, de caracter general, las disoluciones
obtenidas tras la modificacion superficial de las AUNPs comerciales y estabilizadas en
citrato presentan menor sensibilidad a la variacion de la fuerza ionica y del pH del

medio que las respectivas disoluciones obtenidas en el caso de las AuNPs sintetizadas.
IV.6.2. Microscopia Electronica de Transmision

Las imagenes adquiridas para las AuUNPs comerciales modificadas con DHLA
y/6 MeO-PEG-SH muestran que, al igual que las AuNPs sintetizadas y modificadas
con ambos ligandos, no se observan cambios en tamafio y forma de los nicleos de Au

tras el proceso de intercambio de ligandos.

Figura XXI. Imégenes TEM de AuNPs comerciales recubiertas con MeO-PEG-SH.
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Dos iméagenes representativas de las AuNPs comerciales recubiertas

Unicamente con MeO-PEG-SH se ilustran en la Figura XXI.

IV.6.3. Dinamic Light Scattering

Las distribuciones de tamafio de particula en intensidad y volumen de la
muestra de disolucién comercial de AuNPs estabilizadas con citrato y de las muestras
(cuyas concentraciones en AuNPs son del orden de 2-10™* M) de las disoluciones
resultantes de la modificacion de las AuNPs comerciales estabilizadas con citrato
revelan también existen agregados que estan presentes en baja concentracion. EI hecho
de que la disolucion comercial de AuNPs recubiertas con citrato también posea el
mismo tamafo de particulas grandes que las muestras de las disoluciones de AuNPs
modificadas descarta la posibilidad de que los agregados se deban a una etapa de
purificacion incorrecta o a una eliminacion incompleta del exceso de reactivos tras el
proceso de intercambio de ligandos, sino que mas bien se asocian a posibles impurezas
que provienen del medio en el que se preparan las muestras. Tras la hipétesis
descartada y teniendo en cuenta la elevada sensibilidad que muestra el DLS por los
agregados, se llega a la conclusion que lo ideal hubiese sido filtrar el agua ultrapura

Milli-Q previamente a la preparacion de las muestras.

Thmidno (lLaom)

1] 10 0 30 40 50 &0 T 20 o0 100
U4 volumen deMe0-PEG-5H

Figura XXII1. Diametro hidrodinamico en nimero que mas se repite las AUNPs comerciales

modificadas con Acido a-lipoico y/6 MeO-PEG-SH.

Como ya se comento previamente, al trabajar en presencia de agregados no se
puede dar un valor de diametro hidrodinamico representativo de las AuNPs que se
poseen en disolucién. Por ello, la informacion que se aporta en la Figura XXII es

acerca del didmetro hidrodindmico en nimero que mas se repite para las AuNPs
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comerciales recubiertas con DHLA y/6 MeO-PEG-SH. Se debe mencionar que el
didmetro en numero que mas se repite para las AuNPs comerciales estabilizadas en
buffer de citrato es de 21.265 £ 0.361, valor que es superior al obtenido por TEM y
que concuerda con las especificaciones del fabricante, lo que indica que las medidas
por DLS ilustradas en la Figura XXII son fiables.

1V.6.4. Electroforesis en gel

El electroferograma de las muestras (cuyas concentraciones en AuNPs son del
orden de 7.5-10™° M) obtenido se ilustra en la Figura XXIII A). El limitado contraste
también estéa presente en esta ocasion, por lo que se destacan en la imagen las zonas en
donde aparecen las bandas (Figura XXIII B)). Si se analiza el orden de carga de las
muestras en el gel (Tabla V), cualitativamente se observa que la distancia recorrida
por las nanoparticulas hacia el &nodo es menor a medida que teéricamente aumenta el
nimero de moles de ligandos neutros (MeO-PEG-SH) empleados en la obtencién de

las disoluciones de las AuNPs comerciales modificadas con DHLA y/6 MeO-PEG-SH.

A pesar de que el diametro hidrodinamico en nimero que mas se repite para las
AuNPs comerciales recubiertas con DHLA (Figura XXII) es significativamente
superior al del resto de AuNPs comerciales modificadas con distintos recubrimientos,
los resultados obtenidos en esta ocasion mediante la electroforesis en gel demuestran
que las AuNPs recubiertas con DHLA son las que poseen mayor carga superficial, lo
cual es logico ya que todos los ligandos que se encuentran en la superficie estan

desprotonados.

A)

A
Tabla V. Orden de corge de las muestros
Fosicion DL Acido lipaicol
de carga MeO-PEG-SH (% viv)
1 1000
2 7828
3 5050
4 2575
5 Q7100
6 1000
7 7525
D ] 50/50

Figura XXI11. Imagen ilustrativa del electroferograma A) real y B) con las bandas destacadas.
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IV.6.5. Espectrometria de masas con fuente de acoplamiento inductivo

Esta técnica instrumental se emplea con el objetivo de conocer la relacién
molar S/Au para cada tipo de AuNPs y, en consecuencia, el rendimiento de
funcionalizacion de las AuNPs comerciales estabilizadas con citrato cuando se
someten a un intercambio de ligandos con Acido a-lipoico y/6 MeO-PEG-SH.

La preparacion de los patrones para obtener la curva de calibrado (cuya
ecuacion es y=0.0103x — 2-10, donde “y” es el Area S/Area Au y “x” son los moles
S/moles Au y su coeficiente de regresion es R2 = 0.9982) se ha basado en la relacion
molar S/Au tedrica de las AuNPs comerciales tras la modificacion superficial (0.071),
valor que se obtiene cuando se determinan dos pardmetros. El primero de ellos es el
namero de atomos de Au totales por AuNP (247168), valor que se puede calcular
mediante la ecuacién 5, donde p es la densidad del oro (19.3 g Au/cm®), D es el
diametro de nanoparticula en nm y M es la masa del oro (197 g/mol)**°. El otro
parametro seria numero de atomos de S por AuNP, el cual se conoce suponiendo que a
cada atomo superficial de Au se une un a&tomo de S durante el proceso de intercambio
de ligandos, o sea, que el rendimiento de funcionalizacion de la nanoparticula es del
100 %. De esta manera, el niUmero de atomos de S por AuNP serian los mismos que
los atomos de Au superficiales por AUNP (17656), valor que se determina mediante la

ecuacion 3 teniendo en cuenta las instrucciones mencionadas en el apartado 1V.2.

Por otro lado, las muestras se preparan de manera que los moles de Au sean los
mismos que los que se emplean en la obtencidn de los patrones.

mt pD?
N=—-——=3089602D% (5)
6 M

Cuando se efectia la prediccion indirecta de las AuNPs comerciales
modificadas con los distintos recubrimientos empleando la curva de calibrado, se
obtienen los resultados que se muestran en la Figura XXIV. Dicha figura revela que
para todos los tipos de AuNPs modificadas se consigue un rendimiento de
funcionalizacion del 100 % ya que todas las relaciones molares obtenidas
experimentalmente son superiores a la tedrica. Ademas, al mantener constante los

moles de Au, se puede observar que aumentan los moles de S por AuNP cuando
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aumenta el % en volumen de MeO-PEG-SH empleado en la modificacion superficial.

Esto se puede deber a que, durante el proceso de intercambio de ligandos, las cadenas

de este polimero que se encuentra en exceso se unan mediante interacciones

hidrofébicas a las cadenas de polimero que estdn asociadas a la superficie de la

nanoparticula, obteniéndose lo que se conoce como nanoparticulas con multicapas.

040

muoles Simoles An

0.0
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% en volumen de AMed-PEG-SH
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Figura XXIV. Representacion gréafica de la relacion molar S/Au en funcion del % en volumen

de MeO-PEG-SH empleado en la modificacion de las AUNPs comerciales estabilizadas con citrato.
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Conclusiones

En base a los resultados obtenidos a lo largo del trabajo experimental recogido
en esta Memoria cientifica de Trabajo de Fin de Master, se pueden postular las

siguientes conclusiones:

= Se ha llevado a cabo una sintesis de nanoparticulas de oro modificadas con citrato
solubles en medios acuosos. Dichas AuNPs sintetizadas han sido caracterizadas
empleando técnicas convencionales, encontrando que poseen una distribucion de
tamarfios bastante homogénea (en torno a 18 nm), no poseen completamente una
forma esférica, tienen el maximo de absorcién a una longitud de onda de 526 nm

y tienden a agregarse facilmente.

= En una etapa posterior, las AuNPs sintetizadas se sometieron a un proceso de
intercambio de ligandos, ensayando el empleo de Acido a-lipoico, MeO-PEG-SH
y mezclas de ambos. Se ha observado que los ligandos superficiales juegan un
papel importante en la estabilidad coloidal y en las propiedades espectroscdpicas
de las AuNPs. Asi, los nacleos de las AuNPs sintetizadas no sufren aparentes
modificaciones en tamafio y forma tras el proceso de intercambio de ligandos. Sin
embargo, se ha observado un pequefio desplazamiento batocromico entre 4 y 6
nm en las longitudes de onda de méaxima absorcion tras el intercambio de
ligandos. Ademas, se ha observado que aquellas nanoparticulas modificadas
unicamente con Acido o-lipoico o con una mezcla 75:25 (% en volumen) de
Acido a-lipoico:MeO-PEG-SH son las menos estables, sufriendo problemas de
agregacion al aumentar la fuerza ionica del medio. Por el contrario, las AuNPs
recubiertas por un 100 % de moléculas de MeO-PEG-SH son las que presentan

mejor estabilidad y propiedades Opticas.

= Tras la realizacion de una caracterizacion mas exhaustiva de las nanoparticulas
sintetizadas y modificadas en el laboratorio, se ha observado que los valores de
didmetro hidrodindmico en nimero que mas se repite para cada tipo de AuNPs
sintetizadas obtenidas tras el proceso de intercambio de ligandos son superiores a
los obtenidos por TEM y se encuentran comprendidos entre 20 y 25 nm, siendo el
mayor de ellos el correspondiente a las AuNPs recubiertas completamente por

MeO-PEG-SH. Las AuNPs sintetizadas recubiertas completamente con DHLA y
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Conclusiones

MeO-PEG-SH son las que presentan mayor y menor movilidad electroforética,

respectivamente.

Por otro lado se ha realizado un estudio paralelo empleando nanoparticulas de oro
comerciales. A diferencia de las AuNPs sintetizadas, las AuNPs comerciales
poseen forma esférica, tamafio de 20 nm (aunque hay algunas menores), un
maximo de absorcion 523 nm y tienen menos tendencia a la agregacion. Ademas,
las AUNPs comerciales que se someten a un proceso de intercambio de ligandos
con Acido a-lipoico y MeO-PEG-SH presentan menor sensibilidad a la variacion
de la fuerza ionica y del pH del medio que las AuNPs sintetizadas sometidas a las

mismas condiciones experimentales.

Al igual que las AuNPs sintetizadas, los nucleos de las AuNPs comerciales no
manifiestan modificaciones en tamafio y forma tras el proceso de intercambio de

ligandos.

Los agregados detectados por DLS en las muestras tanto de las AuNPs
comerciales como sintetizadas se asocian a posibles impurezas que provienen del

medio en el que se preparan las muestras.

El didmetro en numero que mas se repite para las AuNPs comerciales
estabilizadas en buffer de citrato determinado por DLS concuerda con las
especificaciones del fabricante mientras que los adquiridos para cada tipo de
AuUNPs comerciales obtenidas tras el proceso de intercambio de ligandos se
encuentran comprendidos entre 20 y 25 nm, a excepcion de las AuNPs

recubiertas completamente con DHLA.

Al igual que las AuUNPs sintetizadas, las AuNPs comerciales recubiertas
completamente con DHLA y MeO-PEG-SH son las que presentan mayor y

menor movilidad electroforeética, respectivamente.

Se consigue un rendimiento de funcionalizacion del 100 % de las AuNPs
comerciales cuando se modifican con las distintas relaciones (% en volumen) de
Acido o-lipoico:MeO-PEG-SH. Ademas, la relacion molar S/Au aumenta a
medida que lo hace el % en volumen de MeO-PEG-SH empleado en la
modificacion superficial, lo que puede indicar la formacion de nanoparticulas con

multicapas durante el proceso de intercambio de ligandos.
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Conclusiones

En cuanto a las competencias de aprendizaje personales, se debe concluir que se
ha conseguido interpretar la informacion obtenida por los distintos ensayos llevados a
cabo en el laboratorio, al igual que se ha desarrollado la capacidad de tomar decisiones
en funciébn de los resultados obtenidos. Por otra parte, se ha aprendido el
funcionamiento, uso y aplicabilidad de nuevas técnicas de caracterizacién como es el
caso de Dinamic Light Scattering. Por Gltimo, se han adquirido las capacidades para
trabajar experimentalmente en un laboratorio de investigacion, asi como aquellas que

involucran una correcta redaccion de cualquier trabajo cientifico.

Como trabajos futuros en esta linea de investigacion se podrian destacar los
siguientes aspectos relacionados con el estudio de distintas vias de solubilizacion de

nanoparticulas en medios acuosos y su posible futura aplicacion bioanalitica:

= Optimizacion del proceso de sintesis de AuNPs previamente al proceso de
intercambio de ligandos en el caso de no emplear nanoparticulas de oro
comerciales.

= Estudio de la estabilidad coloidal con el tiempo de las AuNPs modificadas con
las distintas relaciones (% en volumen) Acido a-lipoico:MeO-PEG-SH.

= Estudio de la carga superficial de las AuNPs estabilizadas con citrato y
modificadas con DHLA y/60 MeO-PEG-SH mediante técnicas de caracterizacion
cuantitativas como es el z-potencial.

= Valoracion de las AuNPs modificadas con las distintas relaciones Acido a-
lipoico:MeO-PEG-SH (% en volumen) como posibles marcadores oOpticos de
anticuerpos de reconocimiento especifico. En este caso, seria necesaria una etapa
de bloqueo del inmunoensayo para obtener una sefial 6ptima y evitar la presencia
de adsorciones inespecificas, habria que estudiar el comportamiento del
inmunoensayo en muestras reales, optimizando por un lado las condiciones para
que ocurra el proceso de interaccion entre el anticuerpo especifico y el analito de
interés y por otro lado, el método de deteccidn con el objetivo de amplificar al

méximo la sefal analitica.
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