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Resumen

En este proyecto, proponemos el uso de nanoparticulas (NP) de oro y plata (AuNP y AgNP);
para reconocer la presencia de secuencias especificas de DNA, mediante el viraje de color
de las soluciones coloidales, debido al desplazamiento del fendmeno de resonancia del

plasmén superficial localizado (RPS-L) de las NP.

La RPS-L es un tipo especial de plasmdn asociado a la superficie de las NP de los metales
nobles como el Au y la Ag, este fendmeno es provocado por las oscilaciones colectivas de
electrones (e7) en la superficie de las NP cuando interaccionan con un campo eléctrico, y
dependen, entre otros factores, del tipo de morfologia de las NP, composiciéon quimica y
tamafio. Para que este fendmeno suceda, la NP tiene que ser de un tamafo mucho menor
que la longitud de onda de la luz incidente, didmetro<<longitud de onda (dnp<<A). En las NP
de Auy Ag el fendmeno de la RPS-L se presenta desde aproximadamente 300 nm hasta 700
nm, cayendo en intervalo de la luz visible, haciendo de este una herramienta util en ensayos

colorimétricos.

Debido al tamafio nanométrico de las NP estas deben estabilizarse con agentes de capping,
que puedes ser sustituidos por otros tipos de moléculas, proceso conocido como
funcionalizacién. Recientemente, ha habido un interés por funcionalizarlas con
biomoléculas como enzimas, péptidos, proteinas, anticuerpos u oligonucleétidos, de tal
manera que altere o modifique la RPS-L, y asi emplearlo como técnica de deteccién

colorimétrica.

En este trabajo, el objetivo es buscar secuencias especificas de DNA, para lo cual se
disefiaron oligos (complementario y con mutaciones) para el Gen VIII del DNA plasmidico
M13mp18. El oligo complementario se hibridaria al DNA objetivo, desprotegiendo la
superficie de las NP provocando la coalescencia de estas, lo que modificaria su RPS-L y el
color de la solucidn coloidal, lo cual nos indicaria la existencia de un gen en particular. Este
tipo de ensayo seria de utilidad en el futuro para el desarrollo de biosensores colorimétricos

especificos.



En este trabajo se investigaron este tipo interacciones, utilizando NP de metales nobles (Au
y Ag) con oligos para Gen VIII contenido en el DNA plasmidico M13mp18, los cuales
provocaron un cambio de color y modificaron la RPS-L, desplazando hacia el rojo, lo cual
pudo observarse incluso a simple vista. Esto fendmeno se estudio por diferentes métodos
de caracterizacidn, para entender los cambios ocurridos y proponer en el futuro el disefo

de un Biosensor de facil uso, acceso y econémico.
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Capitulo 1
Antecedentes
1. Introduccion
La ciencia y tecnologia de novedosos materiales presentan como uno de sus principales
objetivos el desarrollo, disefio y preparacidon de nuevos componentes, una vez procesados,
éstos presentan propiedades que los hacen aptos u dptimos para la aplicacidon de interés.
Entre las tecnologias de nuevos materiales, la nanotecnologia es una de las disciplinas con

mayor desarrollo e influencia cientifica en los ultimos afios.

La nanotecnologia es la ciencia que estudia, desarrolla e investiga “objetos” a escala
nanomeétrica en el orden de 1 a 100 nanédmetros (nm); La manipulacién de las condiciones
de sintesis permite un control racional del tamano y la forma de las particulas y proporciona
los medios para personalizar las propiedades del material para una aplicacion especifica.
Las propiedades y caracteristicas de las nanoparticulas (NP) y las nanoparticulas metadlicas
(NPM), difieren notablemente de las particulas macro y microscépicas, lo cual las hace
novedosas debido a sus caracteristicas fisicas y quimicas Unicas, como superficie quimica,
tamafio, morfologia y compatibilidad con la funcionalizacién de la superficie, uso simple y

propiedades dpticas. Siendo utilizadas en diferentes campos de investigacion [1-3].

La NPM con propiedades Unicas y amplias aplicaciones en biomedicina son las NP de oro
(AuNP), estas tienen una importancia relevante en la nanotecnologia ya que tienen diversas
aplicaciones en biodeteccion; sus aplicaciones mas comunes incluyen biosensores
electroquimicos, desarrollo de vacunas, administracion de farmacos, biosensores,
inmunoensayos y deteccion. La base de esta amplia gama de usos de estas particulas son

las propiedades fisicas y quimicas Unicas de ellas [1].

Dadas las propiedades fisicas y quimicas especificas de las NP, incluidas las de oro y plata,
se pueden utilizar como sensores biolégicos y quimicos en métodos de deteccion de
materiales y analitos [1]. El uso de las NP, ha ido en aumento desde que Michael Faraday
sintetizd por primera vez coloides de oro, alrededor de 1857 [4]. Posteriormente, el método

sintético se simplificé gracias a Turkevich y Frens [4], Por ello, son muy estudiadas, ya que



son, relativa y facilmente reproducibles en el laboratorio, esto ha hecho que las NP sean

cada vez mas utilizadas en la industria [5].

En el mundo de la nanotecnologia, elementos nobles como las NP de oro, plata y paladio
(Au/Ag/Pd) son la tendencia emergente mas prometedora para disefiar materiales de
bioingenieria que podrian utilizarse como dispositivos y herramientas de diagndstico
moderno para enfrentar enfermedades graves. Las NP se consideran una herramienta
guimica poderosa y avanzada para diagnosticar y curar enfermedades criticas como el VIH,
el cancer y otros tipos de enfermedades infecciosas [6]. De igual forma son utilizadas en
electrdnica, la informatica, la catalisis, la cosmética, la medicina y el cuidado de la salud [6].
Una de las aplicaciones mas relevantes de las NP, es su uso como agentes bactericidas y
como parte de biomarcadores en métodos de deteccién. Las NP funcionalizadas con
biomoléculas se utilizan en gran medida como vehiculos de distribucidon en farmacologia y

cosmetologia [7].

Las soluciones coloidales de NPM muestran colores intensos y muy brillantes debido a su
interaccion con la luz visible. Esta caracteristica dptica surge gracias a los electrones libres
en la superficie de las NPM que permanecen en una oscilacién colectiva produciendo un
estado de plasma superficial. Los plasmones de superficie de NPM resuenan a una
frecuencia particular y a este fendmeno se le denomina resonancia del plasmén de
superficial localizada (RPS-L). La oscilacién de la RPS-L decae al irradiar su energia y
convertirla en luz dispersa. La composicidn, la forma de las NP, la geometria, el grado de
interaccion con particulas adyacentes, la funcion dieléctrica de las NPM y la presencia de

objetos dieléctricos cercanos determinan la dispersion de la luz [8].

1.1. Técnicas convencionales de deteccion de acidos nucleicos

El descubrimiento del acido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés), por Friedrich
Miescher, acaecié en el afio 1869; Friedrich descubrié una sustancia con propiedades
inesperadas que no coincidian con las de las proteinas; habia obtenido la primera
purificacién bruta del DNA. Debido a su presencia en los nucleos de las células, denominé a

la nueva sustancia “nucleina”; término que aun se conserva en el nombre actual de acido



desoxirribonucleico. Este biopolimero esta formado por carbono (C), hidrogeno (H), oxigeno
(0), nitrégeno (N) y fosforo (P), a través de unidades monoméricas conocidas como bases

nitrogenadas y se encuentra presente en todos los seres vivos [9].

Fue hasta la década de 1940, cuando Oswald T. Avery, Colin MaclLeod y Maclyn McCarty
hicieron la demostracion de que la molécula hereditaria era el DNA, y no las proteinas como
se pensaba anteriormente; se comprendié también que la sintesis de proteinas esta
codificada en los genes [9]. Diez afios después, en 1953, luego de numerosos experimentos,
James Watson y Francis Crick descifraron la estructura del DNA, y con esto, otra década mas
tarde el cdédigo genético. Una vez conocida la estructura del DNA como una molécula
conformada por una doble cadena ondulada en forma de espiral, en la que cada una de las
cadenas esta unida por puentes de hidrégeno que enlazan moléculas de Adenina/Timina

(A-T) y Guanina/Citosina (G-C), fue posible explicar el proceso de replicacién de DNA [9].

Asi como el desarrollo en la identificacion de genes que componen el genoma de un
organismo ha tenido un incremento exponencial; las diferencias en la secuencia de las
proteinas, son consecuencia de la secuencia del gen y debido a la complementariedad del
DNA, podemos emplear estas caracteristicas para identificar secuencias especificas,
mediante el disefio y uso de “sondas” o “primers” especificos conocidos cominmente como
oligos (oligonucleétidos con secuencia corta de DNA o RNA,) Por ello, si los oligos, son
complementarios y antiparalelos entre si, estos nos permitiran distinguir genes particulares

de especies diferentes, incluso genes existentes sélo en organismos especificos.

La importancia de la deteccidn de patdégenos en varios sectores ha llevado a una mejora
continua en las tecnologias de deteccidon. Hoy en dia, los métodos mas comunes de
deteccidn de organismos patdgenos se pueden dividir en tres categorias: cultivo y recuento
de colonias, ensayos inmunoldgicos y métodos basados en la reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR) [10]. La llegada de la PCR transformd radicalmente la ciencia bioldgica
desde el momento en que fue descubierto por primera vez por Mullis en 1983 (ganador del

premio Nobel en 1993) [11].



La técnica de PCR tiene como objetivo la amplificacidon de fragmentos de DNA acotados por
primers especificamente disefiados de acuerdo a su secuencia de nucleétidos. Es la técnica
mas utilizada en laboratorios clinicos para diagnosticar enfermedades, clonar y secuenciar
genes, y es considerado como el método de referencia por su sensibilidad, sencillez y
accesibilidad. Las pruebas detectan el DNA o el RNA de un patdgeno (organismo o virus que
causa una enfermedad), o células anormales en una muestra. A diferencia de muchas otras
pruebas, la técnica de PCR puede encontrar signos tempranos del desarrollo de una
enfermedad a través de la deteccién de cantidades anormales de mRNA en una muestra en

la fase mas temprana de una infeccién [10-11].

Estos métodos brindan alta sensibilidad y especificidad, facilitando informacion tanto
cuantitativa como cualitativa. Sin embargo, algunos inconvenientes son el tiempo de
procesamiento requerido y la necesidad de equipos sofisticados. El recuento de colonias se
considera como el estandar para la deteccién de patdgenos en entornos que van desde el
diagnéstico clinico hasta la medicion de patégenos alimentarios. Este proceso implica el
aislamiento y crecimiento de un patdgeno sospechoso, seguido de una inspeccion visual.
Debido a la amplificacién inherente durante el crecimiento de la colonia, este método es
bueno para identificar niveles muy bajos de organismos (es decir, células individuales). [10,
8]. Desafortunadamente, los tiempos para la obtencién de resultados son muy lentos, al
utilizar el recuento de colonias, debido a las largas etapas de incubacion y la necesidad de
mano de obra preparada. Dependiendo del patégeno, los resultados iniciales a menudo
requieren por lo menos 2 dias, con confirmaciéon después de 6 a 10 dias. Ademas, los
métodos de recuento de colonias requieren que un patdgeno sea cultivable, lo que puede
no ser siempre el caso debido a los estrictos requisitos ambientales o nutricionales [8, 10].
Los ensayos inmunolégicos son muy comunes para la deteccién de patégenos debido a su

adaptabilidad a una amplia variedad de patdgenos, incluidas bacterias y virus.

Las AuNP funcionalizadas con anticuerpos han podido superar estos desafios mediante el
uso de un formato de tira inmunocromatografica a pesar de que hay productos disponibles
que facilitan el analisis de alimentos y muestras clinicas. Las pruebas de productos

alimenticios se ven facilitadas por los productos Singlepath y Duopath de Merck Millipore,

4



pero estos productos requieren un enriquecimiento selectivo de bacterias antes de analizar
la muestra, debido a su baja sensibilidad y a los bajos umbrales de deteccidn requeridos.
Por lo tanto, el ensayo requiere varias horas para completarse, no obstante, el formato de

tira inmunocromatografica con AuNP puede responder en sélo 20 minutos [8, 10].

Los desafios actuales de andlisis que enfrentan los ensayos basados en un formato de tira
inmunocromatografica de NP son la variabilidad de resultados, causada por la preparacion
de muestras del usuario y la reactividad cruzada de los analitos, pero aun asi este tipo de
analisis ha tenido mayor éxito comercialmente hablando, ya que las AuNP coloidales son de
facil acceso y no requieren de equipos sofisticados debido a su capacidad para analizar

muestras con minima purificacion [8, 10].

Las propiedades Opticas Unicas de las NP metdlicas las hacen muy populares para la
deteccion de patdgenos. La mayoria de estos ensayos se basan en el principio basico de la
resonancia de plasmén superficial localizado (RPS-L) para detectar cambios en los estados
de agregacion de NP. Se han implementado los efectos épticos de la RPS-L para la deteccién
de patégenos mediante la induccidn de la agregacién de particulas o la estabilizacién. Estos
efectos se rigen por ligandos diana, funcionalizacién de nanoparticulas, sitios de unién
competitivos. Las combinaciones especificas de estos factores conforman la amplia

variedad de aplicaciones investigadas [8].



Las NP de unos cuantos nanémetros (entre 1-100 nm en al menos una de sus dimensiones)
se encuentran en el mismo intervalo de tamafio que algunas biomoléculas como las
enzimas, anticuerpos e incluso del DNA (Figura 1), por ello, estas NP son adecuadas y
Optimas para interaccionar con subunidades celulares o biomoléculas, permitiendo la

elaboracion de nuevos hibridos biomolécula-NP.
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Figura 1. Escala de tamafio de nanomateriales respecto a tamafos de macromoléculas y
otras entidades mas grandes con una escala que indica el intervalo de tamafio de 0.1 a 108

nm. Modificada de la referencia [12].

La unién de las NP de oro y plata (AuNP y AgNP) a biomoléculas ha recibido una atencién e
interés creciente debido a las aplicaciones potenciales de estos nuevos materiales en
disciplinas como la biologia, la medicina y la nanotecnologia [13]. Las AuNP han sido
investigadas en la fabricacién de biosensores, aplicaciones para diagndstico, y en otros
campos de la medicina, como la distribucién de farmacos ya que ademas de sus
propiedades Opticas asociadas (RPS-L), se pueden conjugar a un gran numero de
biomoléculas que van desde anticuerpos hasta DNA, pasando por tensoactivos, colorantes,
entre otros. Las AgNP, no han sido tan estudiadas como las AuNP, y una gran ventaja que
ofrecen es que son alrededor de 80 veces mas baratas en comparacion con las de Au, lo
cual podria ayudar a que poblaciones con menos recursos, tuviesen acceso a este tipo de

nuevas tecnologias de biodiagndstico, conocidos como biosensores.



1.2. Biosensores

Un biosensor, es un dispositivo capaz de detectar y cuantificar un elemento bioldgico
especifico en una solucidn, al que llamaremos analito, con la peculiaridad de que lo hace a
través de biomoléculas, es decir, utiliza moléculas biolégicas para reconocer otras
biomoléculas. Segun la International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), se define
un biosensor como “un dispositivo capaz de proporcionar una informacidon analitica
especifica cuantitativa o semicuantitativa, utilizando un elemento de reconocimiento
biolégico que esta en contacto directo con un elemento transductor”. En concreto, los
biosensores son dispositivos que se combinan con un elemento de reconocimiento
bioldgico (ERB), ya sea una enzima, un anticuerpo, o una biomolécula, e interactiia de forma
selectiva con la molécula objetivo (el analito), generando una sefal bioquimica en la que el
elemento transductor convierte la sefial eléctrica u dptica producida en una que pueda ser
medible por el elemento procesador de la sefal, el cual procesa o amplifica la sefial
producida por el transductor hasta reflejar el resultado final. La sefial bioldgica que se
procesa es proporcional a la concentracion del analito [14-16]. Los biosensores se pueden
clasificar en eléctricos, mecanicos u dpticos, segln su naturaleza en la transduccién de senal

[17].

1.2.1. Biosensores basados en elemento de reconocimiento biolégico.
Biosensores cataliticos: Se basan en reacciones catalizadas por macromoléculas que
pueden estar presentes en su entorno biolégico o que pueden haber sido aisladas y

modificadas. Los mas utilizados son:

Enzimaticos: Estos son los sistemas mas estudiados debido a las propiedades de estas
moléculas, como su alta selectividad y capacidad de respuesta rdpida a sustratos
especificos. La naturaleza catalitica de la enzima implica que una vez que ocurre la reaccion,
la enzima se regenera a su estado inicial y no requiere ningln tratamiento para restaurar el
biosensor. Algunos biosensores trabajan con reacciones enzimaticas en cascada para
aumentar su sensibilidad [18]. En algunos casos, puede ocurrir que uno de los productos de

la reaccidon enzimatica principal actie como un inhibidor o que algunos inhibidores se



encuentren en solucién. En estos casos, se utiliza una segunda enzima que reaccione con

estas sustancias inhibidoras para que la reaccidén no se vea afectada [18].

Biosensores de afinidad: Se basan en la interaccién de un analito con una molécula aislada
de su medio biolégico. Estos incluyen inmunosensores basados en la interaccidon antigeno-

anticuerpo y macromoléculas proteicas o acidos nucleicos [18].

1.2.2 Biosensores basados en sistema de transduccion.
Biosensores Opticos: Segun las propiedades dpticas del sistema transductor, pueden ser
absorcidn, reflexion, fluorescencia, bioluminiscencia, RPS-L o espectroscopia UV-Vis. Las

bandas de plasmones de superficie son la forma de deteccién éptica mas utilizada [18].

La unién de biomoléculas especificas en la superficie de la NP da como resultado un cambio
en la constante dieléctrica, y el espectro de AuNP o AgNP es muy sensible a esta
interferencia. Este efecto provoca un cambio en la interaccion entre la onda
electromagnéticay los electrones en la superficie de la NP. En los 90’s, Englebienne observo
gue habia un corrimiento de longitudes de onda mas grandes en el espectro UV-Vis de las
AuNP funcionalizadas con anticuerpos. Y se demostré que este cambio no se debid a la
agregacion de las AuNP sino al cambio del indice de refraccién causado por la unién de

ligandos especificos presentes en el anticuerpo [18-19].
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Figura 2. Esquema de un biosensor éptico de AgNP.

Imagen disefiada en BioRender.com [20].



Los biosensores dpticos se han clasificado en general en dos categorias generales: label-free
y label-based. En donde, en una deteccién label-free, la senal detectada se genera
directamente con la interaccidn en el sitio del analito y el transductor respectivo, o sea, el
analito no se marca, ni se altera, para que se detecte en su estado natural o “nativo” donde
la sefial detectada es un resultado directo de la interaccién del analito con el transductor.
Mientras que una deteccidn label-based incluye la participacién de una etiqueta donde la
sefial dptica se produce en lo sucesivo con un medio colorimétrico (ver Figura 2),
fluorescente o luminiscente. Destacan especialmente los biosensores plasmdnicos, entre
los que se encuentran los que se utilizan a través del fendmeno de RPS-L y la espectroscopia

Raman de superficie [15, 21].

1.2.3 Sensores colorimétricos basados en agregacion de nanoparticulas

Los sensores colorimétricos pueden detectar la presencia de un compuesto especifico
mediante un cambio de color de la solucidn coloidal, esto se observan facilmente a simple
vista o con un detector dptico. Se pueden usar en ensayos colorimétricos debido a que son
de facil utilizacidén, ya que no requiere capacitacién del personal ni el uso de equipos
complejos o de alto costo (como espectrofotémetros UV-Vis o infrarrojo, termocicladores
de PCR, etc.), y tienen un bajo costo de produccién. Las AuUNP son uno de los materiales mas
utilizados y mayormente estudiados en este tipo de biosensores debido a sus propiedades
fisicoquimicas, ya que su color puede modificarse por la agregacién [22]. La agregacién de
AuNP induce interacciones y acoplamiento eléctrico dipolo-dipolo esto entre plasmones de
particulas adyacentes o cercanas, lo que resulta en un cambio de color de rojo a morado,
es decir, un desplazamiento hacia el rojo.

Los biosensores han tenido un incremento exponencial en las Ultimas décadas tanto en su
investigacion como en su desarrollo. Los biosensores, a lo largo de la historia, han
demostrado en la industria que son un ejemplo de cémo una idea “simple” y con elegancia
puede impulsar y ayudar a tener avances revolucionarios en ciencia y tecnologia, con una
enorme influencia en diversas areas cientificas como la medicina, la farmacologia, la
agricultura, entre otros. Este fendmeno se da debido a que tienen la soluciéon a un gran

nuimero de problemas que pueden aplicarse en estas areas [23, 24].



Por ejemplo, el trabajo de Clark y Lyons en 1962, quienes usaron una combinacion de un
sensor de oxigeno electroquimico (Electrodo de oxigeno de Clark), y la enzima glucosa
oxidasa incorporada en una membrana de didlisis para demostrar la capacidad de medir
cuantitativamente la glucosa en medios acuosos [25]. Luego, Updike y Hicks cubrieron el
electrodo de oxigeno de Clark con una capa de gel de poliacrilamida que contenia glucosa
oxidasa y asi presentaron el primer "electrodo enzimatico" para la determinacion rapida y
cuantitativa de glucosa, por otro lado, Guilbault y Montalvo usaron un electrodo de pH de

vidrio con ureasa inmovilizada para medir concentracién de urea [24].

Estos primeros estudios estimularon la integracion de elementos de biorreconocimiento en
transductores fisicoquimicos, y crearon dispositivos de deteccion. Al principio, el campo se
centraba en gran medida en la inmovilizacién de enzimas en electrodos. Sucesivamente, el
campo se amplié para incluir otros elementos de bioreconocimiento como anticuerpos,
células y acidos nucleicos, y el término "electrodo enzimatico" se transformé en "biosensor"

[24].
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Figura 3. Esquema de un biosensor de glucosa. Imagen disefiada en BioRender.com [20].

Unos de los ejemplos mds conocidos por el publico en general que podemos mencionar
como biosensor es el medidor de glucosa en sangre o glucémetro (ver Figura 3), y la prueba
de embarazo casera. El primero de estos se basa en que la molécula de glucosa en sangre
en la tira reactiva con la glucosa oxidasa y en presencia de oxigeno (O3), producen acido
glucdénico y perdxido de hidrogeno, el cual se une a un electrodo de platino (Pt), que es el
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bio-transductor, ya que reacciona con el peréxido de hidrogeno, oxidandolo y produciendo
oxigeno (0O2) y generando 2 protones (2H*) en el proceso. Esto genera una sefal de corriente
eléctrica medible y produce la lectura de glucosa que podemos visualizar en la pantalla del
dispositivo [26-28].

1.3. Nanoparticulas metalicas de Auy Ag

La nanotecnologia, se refiere a la rama de la ciencia y la ingenieria dedicada al estudio y
elaboraciéon de materiales con dimensiones del orden de 100 nm o menos, en al menos una
de sus dimensiones. Ha sido ampliamente utilizada para el desarrollo de tecnologia mas
eficiente. En los ultimos afios, la nanotecnologia ha sido adoptada por los sectores
industriales debido a sus aplicaciones en el campo de los sistemas electrénicos, la
biotecnologia, la separacién magnética y la preconcentraciéon de analitos objetivo, la
administraciéon dirigida de farmacos y los vehiculos para la administracién de genes y

farmacos [29].

En general, las NP utilizadas en el campo de la biotecnologia varian en tamafio de particula
entre 10 y 500 nm, rara vez superando los 700 nm. El tamafio de estas particulas permite
diversas interacciones con biomoléculas en las superficies celulares y su posible aplicacion
en sistemas de administraciéon de fdrmacos e imagenes no invasivas ofrece varias ventajas

sobre los agentes farmacéuticos convencionales [29].

El oro coloidal, también conocido como AuNP, es una suspensién de particulas de oro de
tamafio nanométrico. La historia de estas soluciones coloidales se remonta a la época
romana, por ejemplo, la famosa “copa de Licurgo” [30], cuando se utilizaban para tenir
vidrio con fines decorativos. Sin embargo, la evaluacién cientifica moderna del oro coloidal
no comenzd hasta que Michael Faraday en la década de 1850, observd que las soluciones

de oro coloidal tienen propiedades que difieren del oro en bulto.

Las soluciones coloidales de algunas NPM como el Auy Ag, tienen caracteristicas peculiares,
porque muestran colores intensos que no presentan los mismos materiales a gran escala.
Estas interesantes propiedades dpticas son debido a su interaccion con la luz de una

longitud de onda determinada, provocando una oscilacidon colectiva de la nube de
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electrones, en la banda de absorcion llamada resonancia de plasmén superficial localizada

(RPS-L) [29].

Cuando las oscilaciones del campo electromagnético incidente estan en resonancia con las
del campo electromagnético local de las NP, se produce el fendmeno RPS-L. Asi, RPS-L es |a
consecuencia del confinamiento del campo eléctrico dentro de un volumen pequefio cuyo
radio es mucho menor que la longitud de onda y la densidad electrénica es entonces
reorganizada, formando un dipolo que oscila con la frecuencia de la luz (ver Figura 4) [31]

[32].

Densidad
Electrénica

» A"

M . l [ “,
5 H e/
Radiacion Nanoparticula
Electromagnética Metalica
Incidente

Campo Eléctrico

Figura 4. llustracién esquematica de la resonancia de plasmones de superficie. Imagen

disenada con Publisher, basada en [33].

Este fendmeno es observable a simple vista ya que produce soluciones con colores intensos,

rojo para las AUNP y amarillo para AgNP.
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Espectroscépicamente hablando esto se ve reflejado por la aparicion de una banda de
absorcién en la region del UV-Vis (200 nm a 900 nm), alrededor de 500 nm para AuNP
(Figura 5), y 400 nm para AgNP [33] [34].
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Figura 5. RPS-L de AuNP de distintos tamafios. Imagen obtenida de [33].

La forma de la banda y maximo de la banda de absorcién nos permite tener una teoria
cercana de qué tipo de morfologia, tamafio, monodispersidad y estado de agregacion
tienen las NPM, como se muestra en la Figura 5, donde las AUNP de 5 nm tienen un maximo
de absorcién alrededor de los 540nm y las AuNP de 80 nm tienen una banda mds anchay

un maximo alrededor de los 610 nm como muestra el grafico de [33].

En las soluciones coloidales de AuNP las particulas se encuentran como particulas
individuales estabilizadas presentando un color rojo, pero si las particulas individuales son
de mayor tamafio o presentan agregacion, ostentan un cambio de color a morado (ver
Figura 6), con esto, espectroscépicamente hablando, el maximo de la banda se desplaza
hacia mayor A; pasando de 500 nm cuando son de color rosa claro a 580 nm son de color

morado [34].
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Lo mismo ocurre para AgNP cuya solucién pasa de amarillo con un maximo en 390 nm a

café con un maximo 450 nm [30].
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Figura 6. Nanoparticulas metalicas en solucién. Imagen obtenida de [30].

La sintesis de NPM se logra por métodos quimicos o fisicos, aunque mas comunmente se

realizan por medios quimicos ya que son relativamente mas sencillos [30].
1.3.1. Estabilidad de las nanoparticulas

Los nanocoloides elaborados a partir de metales nobles como Au y Ag han gozado de una
larga historia de estudio. En las condiciones de sintesis adecuadas, estos sistemas pueden
sintetizarse para obtener particulas esféricas con distribuciones de tamafio bien
controladas que exhiban propiedades eléctricas, quimicas, bioldgicas y dpticas Unicas. Se ha
informado de una variedad de morfologias posibles como las nanoesferas, nanovarillas,
nanoalambres, nanoestrellas, nanoflores y nanoprismas triangulares. Estas morfologias
anisotrdpicas son interesantes no sélo para comprender el desarrollo de sus formas, sino
también porque ofrecen nuevas oportunidades para explotar la tecnologia de los

nanocoloides [35].

Para ser comercialmente practicos, los coloides deben ser estables con el tiempo. Esto
siempre ha sido un problema, pero es una dificultad ain mayor cuando las dimensiones
coloidales se reducen al intervalo nanométrico. Las NP se vuelven cada vez mas inestables
con la disminucién del tamano de las particulas debido al aumento relativo en la energia
del area superficial. Esta inestabilidad dependiente del tamafio conduce a un proceso
conocido como maduracion de Ostwald, que es la transferencia de dtomos a lo largo del

tiempo desde particulas mds pequenas y menos estables a otras particulas mds grandes
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[36]. Por ejemplo, en las NP esféricas de las AUNP este fenédmeno de maduracion de Ostwald
es un evento visible, en donde pequefios cristales o particulas coloidales se disuelven y se
vuelven a depositar en cristales o particulas coloidales mas grandes. Este proceso es
espontaneo, impulsado termodindmicamente, porque las NP mas grandes se ven
favorecidas energéticamente sobre las mds pequefias, ya que las moléculas en la superficie

de las NP son menos estables energéticamente que las del interior de las NP [36] [37].

En los ultimos afios esta atribucion del tamafio sobre la inestabilidad de la energia libre se
vuelve alin mas aguda cuando las NPM se reducen por debajo de un tamano critico ~5 nm
[35]. Una de las dificultades inherentes al estudio de particulas con dimensiones menores
que el umbral critico es que es dificil separar la maduracién de Ostwald de otros procesos

de crecimiento y/o desestabilizacién que ocurren simultdaneamente [35].

Figura 7. Imagenes TEM de AgNP tomadas a (a) 4 min, (b) 30 min y (c) 4 hrs del tiempo de

reaccion que muestran la maduracién de Ostwald de una muestra [38].

En la Figura 7 se observa el fendmeno de maduracién de Ostwald. La formacidén de NP se
monitored observando la evolucion del tamafo y la forma de las AgNP a través del tiempo,
dicho experimento se llevd a cabo adicionando AgNOs como precursor y PVP como
estabilizador, ademads, se utilizé etanol como solvente de AgNOs y PVP, y como agente

reductor.

Para comprender la formacién de particulas, se monitored la evolucidon del tamano y la
forma de las particulas al agregar NH4OH durante la reaccion. Después de 4 min de reaccién,

se formaron particulas diminutas que parecian juntarse entre si (Figura 7a) Después de 30
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minutos, aparecieron particulas de tamafo bimodal y se pudo demostrar facilmente que
existian particulas diminutas alrededor de particulas mas grandes (Figura 7b). A medida que
avanzaba la reaccion, las particulas crecian y las particulas diminutas residuales
desaparecian (Figura 7c), lo que significa que las particulas mas grandes crecian a expensas
de las particulas mas pequefias. Esto podria atribuirse a la maduracién de Ostwald, que es
el mecanismo de crecimiento mediante la disolucion y el depdsito de particulas mas

pequeiias en la superficie mas estable de las nanoparticulas mas grandes [38].

Por ello es importante conocer cuanto tiempo las NP mantienen sus propiedades, para que
posteriormente su utilizacion en el disefio de biosensores sea eficaz. En este trabajo
estudiaremos la estabilidad de las NP que en un futuro pudieran dar lugar al disefio de este

tipo de aplicaciones.
1.3.2 Las nanoparticulas de Au y Ag y el DNA

La incorporacién de DNA vy otros acidos nucleicos funcionales en NP, en sus diferentes
morfologias ha producido una gran variedad de nanomateriales compuestos que, en
muchos casos, exhiben propiedades Unicas y aumentadas debido a la actividad sinérgica de
ambos componentes. Estas capacidades, a su vez, estan obteniendo una mayor atencién
en busca de nuevas herramientas a nanoescala para diversas aplicaciones que incluyen
biodeteccién, etiquetado, imagenes dirigidas, administracion celular, diagnéstico,

terapéutica, terandstica, bioelectrdnica y biocomputacién, por nombrar solo algunos [39].

Los nanocristales inorganicos, como los fabricados de oro u otros metales nobles, junto con
Oxidos metdlicos y variedades alotrépicas de carbono como: grafito, diamante, grafeno,
nanotubos de carbono, fullereno, son codiciados como componentes en estos materiales
hibridos, ya que pueden proporcionar propiedades o&pticas, fisicas, magnéticas y
electroquimicas distintivas. Mas alla de esto, los materiales a base de polimeros sintéticos
y nanoparticulas proteicas o virales también son utiles en la misma funcidn, ya que pueden
proporcionar una capacidad de orientacién y transporte de carga predefinida y
biocompatible. EI DNA generalmente proporciona direccionalidad basada en secuencias

para sondas junto con propiedades arquitectdnicas Unicas que se originan directamente en
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el floreciente campo estructural del DNA. Ademas, estas moléculas de DNA de cadena
sencilla o de RNA, seleccionadas a partir de poblaciones combinatoriales mediante un
proceso conocido como SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential
enrichment), que son capaces de unirse especificamente a un ligando determinado
conocidas como aptdmeros de DNA, también pueden proporcionar capacidades de
reconocimiento muy especificas hacia muchos objetivos distintos a los acidos nucleicos en
una variedad de escalas de tamaio, desde iones hasta proteinas completas y células.
Ademas de afiadir DNA a NP inorgdnicas o poliméricas, las NP puramente basadas en DNA
han surgido recientemente como una excelente plataforma de ensamblaje y han
comenzado a encontrar aplicaciones en areas como la deteccidn, la obtencidn de imagenes

y la inmunoterapia [39].

Las posibilidades de disefiar secuencias individuales acordes con un objetivo especifico,
hace que estas secuencias de DNA puedan programarse para interactuar entre si y permiten
una versatilidad muy rica de nanoestructuras de DNA. En general, la nanotecnologia del

DNA se puede dividir en dos categorias: Nanotecnologia estructural y Dindmica del DNA.

La primera de ellas, la Nanotecnologia estructural, se usa a menudo para construir nano
objetos estaticos bidimensionales (2D) y tridimensionales (3D), de diferentes geometrias y
tamafios, mientras que la Dindmica del DNA ofrece una capacidad notable para lograr nano

dispositivos dindmicos con la reconfigurabilidad deseada [40-41].

Debido a la RPS-L que presentan las NP de Au y Ag, éstas pueden ser utilizadas para la
elaboracidon de biomarcadores o biosensores, como consecuencia de las propiedades
Opticas inherentes, las soluciones coloidales de las NP de Au y Ag, tienen altos coeficientes

de extincidn y diferente color en la region visible del espectro [42].

Las AuNP y AgNP funcionalizadas con DNA se han estudiado ampliamente en términos de
fabricacion de materiales y aplicaciones. La adsorcion de DNA sobre NP esta fuertemente
influenciada por las propiedades de los nucledtidos. El grupo tiol terminal es el ancla mas
comun para unir DNA a la superficie de las NP de Au debido a la formacién de fuertes

enlaces Au\S [4]. Las cuatro bases nitrogenadas de DNA pueden adsorberse en la superficie
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de las NP de Au y Ag a través de interacciones de coordinacion, el DNA puede estar unido
covalentemente a la superficie de las NP a través de grupos enlazantes (-SH, -OH, -NH;, o -
COOH) (Ver Figura 8 y Figura 9) [5]. Se sabe, por ejemplo, que el ADN de cadena sencilla
(ssDNA) puede unirse a las AuNP recubiertas de iones citrato y estabilizar las particulas
introduciendo fuerzas electrostaticas, mientras que el ADN de doble cadena (dsDNA) ofrece
una proteccién limitada a las AUNP debido a su geometria de doble hélice que evita que el

nucleo bases se adhieran a la superficie de la particula [39].

Las AuNP o AgNP son, por lo general, funcionalizadas con oligonucledtidos tiolados,
generando la unién NP-DNA, aunque también se ha probado que el DNA no tiolado puede

unirse a AuNP y AgNP [43]

Unidén covalente

CHs ) CHs

Proteina Péptido

ICH3

Unién no covalente

Figura 8. Representacion de moléculas funcionales con AuNP por sus grupos enlazantes.
De izquierda a derecha: 6xido de trioctilfosfina (TOPQ), trifenilfosfina (TPP), dodecanotiol
(DDT), bromuro de tetraoctilamonio (TOAB), y acido oleico (OA). Imagen tomada de la
referencia [43]. Figura 9 Representacion grafica de la unién S-Au de las NP con diferentes

moléculas unidas al grupo S'. Imagen disefiada en BioRender.com [20].

En el caso del DNA, se ha reportado el uso de las AUNP en ensayos colorimétricos para la
deteccion de secuencias especificas, polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), foto
dimeros [44]; asi como su afinidad de unidn con proteinas [45], y otras moléculas. De igual

forma, las AgNP han sido empleadas para la deteccidén de secuencias especificas de DNA, y
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son de interés actual por la fuerte sefial que emite su RPS-L y por el bajo costo que
presentan con respecto a las AuNP.

1.3.3. Sintesis de nanoparticulas

Los métodos de sintesis de AuNP y de AgNP se dividen en dos grandes bloques,
denominados con la nomenclatura anglosajona como top-down (de arriba-abajo), y

bottom-up (de abajo-arriba).

El método top-down (método fisico), se realiza mediante la subdivision de los metales
sélidos para formar las nanoparticulas, cuyo mayor inconveniente es la obtencién de nano

materiales con tamafios homogéneos.

El método bottom-up (método quimico) consiste en la reduccién de iones metalicos desde
su estado de oxidacién en disolucién hasta su estado elemental, seguido de un proceso de
nucleacidn y crecimiento controlado por el uso de tensoactivos o agentes estabilizantes.
Tiene una mayor efectividad ya que se obtienen NP mas pequefias y con tamanos mas

homogéneos, esto controlando el proceso de agregacién durante la sintesis [2].

Este ultimo método es el mas empleado para la obtencién de AuNP y AgNP, ya que tiene
mayor control en el tamafio, forma y monodispersidad de las NP obtenidas [2]. Este

método presenta las siguientes ventajas:

e Es un método relativamente sencillo y es reproducible.

e Permite sintetizar NP a gran escala.

e Permite controlar el tamafio de las NP, cambiando las condiciones de reaccidn:

agente reductor, temperatura, agitacién y contenido de agentes metalicos.

e Las NP asi obtenidas son estables en el tiempo y no se agregan facilmente.
1.3.4 Aplicaciones de las nanoparticulas metalicas.
Las NP tienen muchas aplicaciones debido a sus propiedades Unicas, como la dispersién de
la luz y la emision de fluorescencia. Esto permite aplicaciones en diversas industrias como
la electrdnica, la catdlisis, la medicina y la cosmética. Asimismo, las NP se han utilizado en
otros campos menos complejos, y forman parte de productos, dispositivos y sistemas de

uso habitual en la vida cotidiana, a pesar de pasar desapercibidos a primera vista.
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En la industria farmacéutica, medicina o uso veterinario, las AuNP resaltan por sus
propiedades fototerapéuticas, ya que éstas se activan y estas desprenden calor en
presencia de luz laser, por lo que son utiles en la deteccién temprana, diagndstico y el
tratamiento del cancer [46]. El tamafio de la NP, no debe exceder los 5 a 50 nm, para seguir
conservando sus ventajas en lo referente a la evasion del sistema inmunoldgico vy

factibilidad de penetracién en las células cancerosas.

De igual forma las NP se utilizan en la deteccion de niveles de glucosa [47] y en conjunto
con NP magnéticas para la deteccion del VIH y Alzheimer al comienzo de la enfermedad.
Ademads, también han atraido considerable interés para su uso en la formaciéon de
biosensores y también como vehiculos para el transporte y vectorizacién selectiva de
farmacos y macromoléculas terapéuticas (ver Figura 10), asi como en terapia genética ya
qgue permiten controlar, en el espacio y en el tiempo, la liberacidn de estos compuestos

terapéuticos [48].
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Figura 10. Imagen que ilustra las diferentes formas, clasificacion, riesgos, aplicaciones y

fabricacidn de las NP. Imagen modificada de la referencia [49].
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En la industria alimenticia, las NP se usan como parte integrante de nanocompuestos
polimérico, se utilizan en la fabricacidon de envases con propiedades antimicrobianas o para
incrementar la resistencia a la abrasion de los envases, asi como en la elaboracion de
indicadores de tiempo y temperatura para establecer si los alimentos procesados y
congelados han sido mantenidos a la temperatura idénea, a lo largo de la cadena de

produccién y distribucién [50].

En la catdlisis, las AuNP han destacado sobre todo en procesos de hidrogenacién, de
oxidacion selectiva y de adicion nucleofilica a alquinos. Las NP metdlicas han sido
investigadas en la elaboracidon de biosensores, en aplicaciones para biodiagndstico, y la
distribucién de farmacos ya que se pueden funcionalizar a biomoléculas que van desde

proteinas hasta DNA.

1.4. DNA (Acido desoxirribonucleico)

El dcido desoxirribonucleico (DNA) es la molécula que acopia la informacion genética de
todos los seres vivos, su contenido determina las caracteristicas generales de un ser vivo, y
si por diferentes circunstancias, como mutaciones, esta informacidn genética se ve alterada
y las caracteristicas y funciones de tales organismos también se veran afectadas. El DNA es
un biopolimero que esta formado por carbono (C), hidrogeno (H), oxigeno (O), nitrégeno
(N) y fosforo (P), a través de unidades conocidas como bases nitrogenadas que son
compuestos quimicos nitrogenados que forman parte fundamental de los nucleétidos o
acidos nucleicos. Los acidos nucleicos son compuestos de alto peso molecular que estan
presentes en el nucleo de las células, mitocondrias y cloroplastos. Existen dos tipos, el DNA
(acido desoxirribonucleico en espafiol) y RNA (acido ribonucleico en espafiol), presentes en

toda clase de células animales, vegetales o bacterianas.

La unién de una base nitrogenada a una pentosa (ribosa en el RNA y desoxirribosa en el
DNA) en el carbono 1', y esta a su vez a una molécula de acido fosfdrico (H3PO4 se
encuentran en forma de ion fosfato (ver Figura 11) en el carbono 5' se denomina nucleétido.

Estos nucledtidos se unen mediante la formacion de un enlace covalente entre el grupo OH
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en la posicién 3’ y el fosfato en el carbono 5, llamado enlace fosfodiéster para formar una

cadena del DNA [9].

Timina  __H:N A(Lenina
5 ) \v 3'0OH
;< Y 5
N-(NH \“'N
C HoN v

Figura 11. Imagen ilustrativa del enlace fosfodiéster. Imagen modificada de [51].
Existen dos tipos de estas bases nitrogenadas:

i) Bases pirimidinicas, derivadas de la pirimidina. Las cuales son la citosina (C),
que se encuentra tanto en el DNA como en el RNA; la timina (T), que se
presenta sélo en el DNA; y el uracilo (U), presente en el RNA en lugar de la
timina.

ii) Bases puricas, derivadas de la purina. La adenina (A), y la guanina (G) Las dos

en ambos tipos de dcidos nucleicos.

Se dice que esta molécula tiene polaridad y esta se indica etiquetando cada extremo como
"extremo 5" y "extremo 3", donde la prima se refiere a la posicién que ocupa ese grupo en
el carbono prima del azucar [52].

La molécula de dsDNA (doble cadena de DNA) consiste en dos moléculas que se enrollan
entre si para formar una estructura de doble hélice (ver Figura 12). El esqueleto externo
esta formado por una cadena de azucares (desoxirribosa) y grupos fosfato. Esta doble hélice
se mantiene unida por los enlaces de hidrégeno entre A-T y C-G, el primer par forma dos

enlaces y el ultimo par forma 3 enlaces [53, 54]. La secuencia de estas bases a lo largo de la
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cadena es lo que codifica las instrucciones para sintetizar moléculas de RNA vy

posteriormente formar proteinas [55].

Esqueleto del
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Figura 12. Estructura del DNA. Imagen disefiada en BioRender.com [20].

De igual forma existen cadenas cortas de acido nucleico llamadas oligonucleétidos, estos
son fragmentos de RNA o DNA de cadena sencilla, formados por algunas decenas de
nucledtidos unidos mediante puentes fosfodiéster (enlace covalente que se origina entre

un grupo hidroxilo (OH") en el carbono 3'y un grupo fosfato (PO43") en el carbono 5'.

1.4.1. Complementariedad del DNA

Los primers se pueden utilizar gracias a la complementariedad del DNA. La
complementariedad de las bases nitrogenadas es clave para la estructura del dsDNA y es
muy importante ya que permite procesos como la replicacion del DNA y la transcripcion a
RNA para sintetizar proteinas. El uso habitual de los oligos es como sondas o primers, para
identificar objetivos de secuencias complementarias de DNA o RNA hibriddndose a éstas
con el fin de confirmar la presencia de una secuencia genética [56]. Entre las aplicaciones
qgue emplean los primers de oligonucledtidos, se incluyen los procedimientos como
Northern blot (para RNA) [57] y Southern blot (para DNA) [58] como primers unidos a
fluoréforos en micromatrices que detectan cambios en la expresion genética o se usan en
la deteccion de trastornos genéticos o para identificar patégenos concretos. Otra aplicaciéon

es en los microarreglos, esta técnica ha proporcionado una oportunidad de monitorear
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simultdneamente los niveles de expresion de una gran cantidad de genes en respuesta a
perturbaciones intencionales de experimentos, como disrupciones genéticas y
tratamientos farmacoldgicos. Los patrones obtenidos a partir de experimentos de
microarreglos han ayudado a los investigadores a comprender los mecanismos genéticos y
el progreso de las enfermedades, a predecir las funciones moleculares de los genes, a

construir vias funcionales e identificar genes nuevos o variantes de empalme [59-60].

La replicacién de la molécula original para formar dos moléculas hijas idénticas se explica
mediante la complementariedad, si las dos cadenas se separan, cada cadena sirve de molde
para la sintesis de una nueva cadena complementaria (ver Figura 14). De esa manera, la
informacién genética en la secuencia de bases puede transmitirse, es decir, forman pares
de la misma forma que lo hacen, por ejemplo, las llaves y una cerradura, si estas llaves no
son complementarias a la cerradura no podrd abrirse. Con esto la adenina y timina se
complementan(A-T), ya que pueden formar dos puentes de hidrégeno, igual que la guanina
y la citosina (G-C) al formar tres puentes de hidrogeno). En ambos casos se aparean una
purina y una pirimidina manteniendo las distancias constantes (diametro interno y externo)
en la estructura de DNA. El RNA también se puede aparear a una cadena de DNA, sélo que,
al no existir timina, la base que se aparea a la A es el uracilo (A-U), ya que estructuralmente
es muy similar a la timina y puede formar también 2 puentes de hidrégeno. Este

apareamiento ente A-T y C-G es lo que se conoce como complementariedad [52].

Por lo tanto, para que pueda ocurrir la replicacion del DNA, la cadena molde debe ser
complementaria y antiparalela; es decir una cadena “corre” de 3'a 5'y la otrade 5'a 3/, si
no cumple con estas caracteristicas no puede ocurrir el proceso de replicacidon. Si hay error
en el proceso de replicacién del DNA durante la divisidn celular, puede ocasionar cambios
genéticos en las células hijas, aunque, usualmente el mismo proceso de replicacion corrige
estos errores, la replicacidén incorrecta del DNA es una caracteristica propia del cancer e

impulsora de inestabilidad genédmica o mutaciones [61].
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1.4.2. Mutaciones
La mutacion (cambio en la informacidon genética), se entiende como un cambio en la

secuencia de las bases nitrogenadas; esto puede dar lugar a la sustitucién de un aminoacido
por otro en una proteina que, a su vez, puede significar un cambio en la funcién de ésta. Las
mutaciones pueden originarse por “errores” en el proceso de la replicaciéon como ya
habiamos mencionado. Si bien este fendmeno se produce con cierta frecuencia, la mayoria

de las mutaciones son inviables, es decir, el resultado es discordante para la vida.

Por ello, las células poseen mecanismo de reparacion o correccion de errores reemplazando
el fragmento dafiado y colocando las bases complementarias correctas en la cadena inicial.
Sin embargo, no todos los errores con corregidos como en el caso de la anemia falciforme,
es una hemoglobinopatia provocada por una mutacion de un nucleétido en la sexta posicion
de la secuencia de la B-globina, (una A por unaT), lo que produce una mutacién en el codén
de valina sustituyéndolo por un glutamato. Como consecuencia en lugar de proteinas
(tetrdameros) que trasladan de forma eficiente el O, se forman estructuras deformes e
ineficientes. El eritrocito (gldbulo rojo), se atrofia y adquiere forma de hoz (glébulo rojo

falciforme ver Figura 13) [61].

Hebra de DNA simple
del gen de B-globina normal

GTGCACCTGACTCCTGAGGAG -

GTGCACCTGACTCCTGTGGAG -

Hebra de DNA simple del
gen de f-globina mutante /

Cambio de un Gnico
(A) nucleodtido (mutacion)

Figura 13. llustracion de la mutacién de la B-globina. Imagen tomada de [61]
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Este tipo de alteraciones en la funcién de las proteinas, provocadas por mutaciones en la
secuencia de nucleétidos (bases) puede ser utilizada en el disefio de sondas (primers) con
caracteristicas que nos permitan tener una interaccién con genes objetivo de gran interés,
e incluso si tienen mutaciones genéticas. Asi, se han desarrollado técnicas que permiten
detectar genes y mutaciones en estos como es la PCR (polimerase chain reaction, en inglés),
sin embargo, esta técnica tiene algunas caracteristicas que pueden hacerla dificil de aplicar
bajo ciertas condiciones y de ahi el interés en desarrollar nuevas técnicas sencillas,

cuantitativas y faciles de aplicar sobre todo en condiciones con poca infraestructura.

1.5. DNA plasmidico y el fago M13mp18
Las células procariotas estan caracterizadas por la ausencia de membrana nuclear y su

material genético esta formado por DNA, contenido en un Unico cromosoma circular que
contiene alrededor de tres millones de pares de bases. Todas las bacterias pertenecen al
reino Monera. Ademas del DNA cromosomal, las bacterias también tienen material
genético que consisten en moléculas de DNA circulares de doble cadena que pueden
contener de dos mil a trescientos mil pares de bases, llamado pldsmidos. En la década de
1980, se creia que los plasmidos no participaban en la actividad bacteriana. Sin embargo,
mas tarde se descubrié que contenian informacion genética adicional que permitia a las
células procariotas desarrollar nuevas caracteristicas. Por ejemplo, pueden hacerlas
resistentes a los antibidticos, participar en la produccion de toxinas y pueden contener
genes que permitan a las bacterias utilizar fuentes especificas de carbono o nitrégeno. Los

plasmidos pueden replicarse de forma independiente a medida que la célula crece.

El lugar donde comienzan a replicarse es Unico y se llama origen de replicacidn. Las nuevas
copias se propagan a medida que la célula se divide en células hijas. Los plasmidos
contienen mecanismos que les permiten replicarse y controlar el nUmero de copias. Por
tanto, el numero de copias de cada plasmido puede variar desde una, cuando son muy
grandes, hasta 50 cuando son pequefias. Mediante ingenieria genética, los humanos hemos

desarrollado plasmidos que permiten insertar el DNA de un organismo en otro.

La familia de plasmidos “M13” llamados asi por el bacteriéfago M13, son una herramienta

valiosa ampliamente usada en biologia molecular. El bacteriéfago M13 es un virus

26



filamentoso, que infecta particularmente a la bacteria Escherichia coli (E. coli), y es inocuo

para los seres humanos. El M13 tiene una estructura en forma de rodillo con un didmetro

de 6.5 nm y una longitud de aproximadamente 800 nm. Contiene una cadena circular de

DNA viral de cadena sencilla (ssDNA), formada por 6407 nucleétidos encapsulados por una

cubierta proteica formada por 5 tipos diferentes de proteinas. El genoma del fago

comprende nueve marcos de lectura que codifica para 11 proteinas. Las proteinas

codificadas estan organizadas en tres grupos funcionales: GP2, GP10 y GP5 implicados en la

replicacion del DNA, GP1, GP4y GP11 involucradas en el ensamble del fago y el Ultimo grupo

que corresponde GP3, GP6, GP7, GP8 y GP9 que forman la cubierta estructural (capside).

Los vectores de fago M13mp, derivados de M13, contienen el gen lacZa y difieren entre si

por las dianas de enzimas de restriccion que poseen dentro de ella. La ubicaciéon de los sitios

de clonacion dentro de este gen permite el cribado de inserciones utilizando a-

complementacion (ver Figura 14).
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Figura 14. El mapa M13mp18. Las secuencias de nucleétidos completas de M13mp18y

M13mp19 han sido determinados recientemente por [62].
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En este trabajo nos concentraremos en identificar secuencias contenidas en el Gen ViII
(1301 -1522) de la secuencia del plasmido M13mp18. A continuacidon se muestra la

secuencia del Gen VilI:

5’atgaaaaagt ctttagtcct caaagcectct gtagccgttg ctaccctegt tccgatgcetg tetttcgctg
ctgagggtga cgatcccgea aaagcggcct ttaactccct gcaagcectca gcgaccgaat atatcggtta
tgcgtgggcg atggttgttg tcattgtcgg cgcaactatc ggtatcaagc tgtttaagaa attcacctcg

aaagcaagct ga 3’

Sélo se muestra la cadena que corre de 5 a 3’ ya que la otra es complementaria y
antiparalela. La secuencia completa del plasmido M13mpl8 se puede consultar en el

apéndice A.
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Capitulo 2
Justificacion y Objetivos
2. Justificacion

Hasta el momento, los ensayos colorimétricos reportados con NPM son realizados
principalmente con AuNP, por ello, en este trabajo proponemos una novedosa forma de
desarrollar métodos similares utilizando AgNP, debido a las ventajas que presentan: colores
mas brillantes, que van desde el amarillo hasta un verde-azul muy intenso, resultado de su
RPS-L, el cual es muy sensible a su estado de agregacidn, menor costo de produccién, y un

mayor coeficiente de extincién en comparacién con las AuNP.

Debido a que existe un reconocimiento de cadenas de DNA de secuencias complementarias,
seria posible identificar regiones especificas de DNA mediante el disefio de sondas o primers
complementarias que pertenezcan a genes particulares. Cuando estos primers se
funcionalizan con las AuNP y AgNP, se podrian aprovechar las propiedades épticas de las
NP para la identificacidn de genes o secuencias de DNA especificas, ya que los primers se
hibridarian a las dianas (target) de DNA, por ejemplo, de agentes patdgenos, dada la
complementariedad. Teniendo el control de la agregacién de las NP, con el uso de agentes
estabilizantes como el citrato de trisédico (NasCsHs07), presentan un color caracteristico y
al ser funcionalizadas con los primers, estos estabilizan a la NP y al entrar en contacto con
el gen objetivo, esta perdera la estabilidad y provocara la agregacién de las NP, lo que
modificard el maximo de absorcidn de la RPS-L y modificard el color de la soluciéon coloidal,

permitiendo el desarrollo de una técnica colorimétrica que detecte genes de interés.

Por ello, en este proyecto proponemos estudiar cambios épticos de las NPM debido a la
agregacion de éstas como resultado de su interaccidn con secuencias de DNA. Este tipo de
experimentos nos permitiria disefiar sensores colorimétricos especificos para determinadas
secuencias o genes en el futuro. Aunque el uso de las AUNP en solucién ha sido mayormente
estudiado, en este trabajo se propone utilizar las AgNP; que han sido menos estudiadas a
pesar de sus ventajas, ayudando a poblaciones con menos recurso a tener acceso a este
tipo de tecnologias de biodiagndstico.
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2.1. Objetivos especificos

El objetivo principal de este proyecto es identificar secuencias especificas de DNA utilizando
su complementariedad y los cambios que ocasionan en el RPS-L de las NPM de Au (AuNP),

y Ag (AgNP), funcionalizadas con DNA.

La comprension y la caracterizacion espectroscopica de estas interacciones seran
herramientas muy utiles que nos ayudardn desarrollar sensores en el futuro, por lo que nos

planteamos los siguientes objetivos especificos:
e Sintetizar las AUNP y AgNP con tamafiio y forma controlada.
® Biosintetizar y purificar el DNA que contiene el gen de interés (Gen VIII 1301 -1522).
e Disefar Oligos especificos para que interaccionen con el Gen VIII 1301 -1522.
e Estudiar espectroscopicamente (UV-Vis, DLS), la interaccion DNA-NP.

® Observar los cambios colorimétricos que presenten las NPM al estar funcionalizadas

con primers especificos y al entrar en contacto con el DNA objetivo.
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Capitulo 3

3. Materiales y Metodologia

3.1. Reactivos

Acetato de potasio (CH3COK) J.T. Baker, acido acético glacial (CH;COOH) Meyer 100%,
acido ascorbico, (CeHsOs) Meyer 99.0%, acido citrico (CHsCOOH) J.T. Baker 99.0 - 102.0%.,
acido clorhidrico (HCI) J.T. Baker 1.0N, acido cloro aurico trihidratado (HAuCls®3H,0) Sigma-
Aldrich 99.9%, acido etilendiaminotetraacético EDTA (Ci10H16N20s) J.T. Baker 99.0-101.0%,
agua ultrapura desionizada (miliQ), borohidruro de sodio (NaBH.) Meyer 98%, bromuro de
cetil trimetilamonio (CisH42BrN) (CTAB) Sigma-Aldrich 95%, citrato trisddico (NasCeHs07) J.T
Baker 99.5%, dodecilsulfato sddico (C12H25sNa0a4S) (SDS) Sigma-Aldrich 99%, etanol absoluto
(C2H60) J.T. Baker, hidréxido de amonio (NH4OH) J.T Baker 28.0 - 30.0 %, hidréxido de sodio
(NaOH) J.T Baker 0.1 N, LB Agar Invitrogen, nitrato de plata (AgNOs) Sigma-Aldrich
99.9999%, Oligos (EUROFINS mwg/operon), ribonucleasa (Rnasa) , Sal disddica del acido

etilendiaminotetraacético (Na,EDTA*2H,0), tris base (C4H11NO3) Invitrogen.

3.2. Metodologia
3.2.1. Sintesis de nanoparticulas de oro (AuNP)

En este proyecto, utilizamos el método de crecimiento, el cual requiere NP de Au de ~3.5
nm, las cuales se emplearon como “semillas” para preparar NP mas grandes, en un intervalo
de tamafio entre ~5 a 40 nm. Las AuNP de 3.5 nm se prepararon mediante el método de
capping empleando Nas;CsHsO7 como agente estabilizante y borohidruro de sodio como
agente reductor. Para la nucleacién secundaria; es decir la etapa de crecimiento de las NP,
se empled una solucidn llamada de crecimiento. Esta controlé el tamafio mediante la
adicién de un agente reductor débil, CsHgOs, y un agente estabilizante como el cetil-trimetil

amonio (CTAB) [63].

3.2.2. Metodologia de sintesis de AUNP

Para la sintesis de solucion semilla (3.5 nm). Se prepard una solucién acuosa agregando 5

mL de HAuCls (5x10* M), y 5 mL de Na3Ce¢HsO7 (5x10% M), en un tubo de 15 mL. A
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continuacion, se vertié 300 puL de NaBHs (0.1 M); preparado justo antes de utilizarlo y
enfriado en hielo, y se agité a una velocidad constante con un vortex en un nivel medio de
potencia. La solucion se volvié rosa inmediatamente después de agregar NaBH,, lo que
indica la formacién de particulas. Después de envejecer la muestra de 2 a 5 hrs, esta

solucion se empled como semilla [63].

3.2.3 Preparacion de la solucidn stock de Au (Solucién de crecimiento)

A una solucidn acuosa de 50 mL que contenia 25 mL de HAuCls (5x10% M) y 25 mL de agua
se le afiadieron 1.5 g de CTAB (0.08 M de concentracion final). La mezcla se calenté a 60° C
hasta que la solucién se volvié de color naranja claro. La solucidn se enfrié a temperatura

ambiente y se utilizé6 como solucién stock de crecimiento [63].

3.2.4 Sintesis de AuNP de diferente tamaiio (5.5, 8.0, 17.0 y 35.0 nm)

Las AuNP de diferentes tamafios se sintetizaron a partir de la solucion semilla y la solucién
de crecimiento. Para la sintesis de AuNP de ~5.5 nm, se mezclaron 7.5 mL de la solucién
stock de Au con 50 pL de una solucién de CsHgOs (0.1M); recién preparada. A continuacion,
se afiadieron 2.5 mL de soluciéon AuNP de ~3.5 nm mientras se agitaba en un vortex en un
nivel medio de potencia. Se continud agitando durante 10 min, después de que la solucién
se volviera de color rojo vino. Las particulas preparadas de esta manera eran esféricas con

un didmetro de ~5.5 nm [63].

Para la sintesis de AUNP de ~8.0 nm, se mezclaron 9 mL de la solucidn stock de crecimiento
Au con 50 pL de CgHsgOg (0.1M). A continuacidn, se afiadido 1 mL de solucion AuNP de ~3.5
nm con agitacidon constante por 10 min hasta que la solucién se pigmento de rojo intenso.

Las particulas preparadas de esta manera eran esféricas con un didmetro de ~8.0 nm [63].

Para la sintesis de AuNP de ~17 nm, se mezclaron 7.5 mL de la solucion stock de Au con 50
uL de una solucién de C¢HgOs (0.1 M). Enseguida, se agregd 1 mL de solucién de AuNP de

~8.0 nm, con agitacidn constante durante 10 min hasta el vire a rojo-vino.
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La sintesis de AuNP de ~37 nm, se procedié como se describido anteriormente, pero se
empled 1 mL de solucidon de AuNP de ~17 nm. La solucidn obtenida tenia un color morado
y las particulas eran esféricas y tipo rodillo, cémo se discutira en los resultados. Cabe
mencionar que el C¢HsOg y el NABH4 siempre se emplearon recién preparados en cualquier
tipo de NP (Au y Ag). El tamafio de NP esta reportado en la literatura y asi fue como se
nombraron 3.5, 5.5, 8, 17 y 35 nm. Sin embargo, en todos los casos se hicieron las

mediciones apropiadas para verificar su diametro.

Para estudiar la estabilidad de las AuNP se caracterizaron periédicamente por
espectroscopia UV-Vis y DLS durante ~ 2 meses. Todas las muestras se envolvieron en papel

aluminio para protegerlas de la luz, y se mantuvieron a temperatura ambiente.

EnlaTabla 1y 2, se resumen las condiciones de sintesis de las AUNP para cada tamaiio [63].

Tabla 1. Cantidades de cada una de los reactivos para la preparacién de los precursores de

las AuNP.
Tamaio NP HAuCl, NaszCeHs07 NaBH4 CTAB
H-.0
(nm) 5x10-4 M 5x10* M 0.1M 0.08M
3.5 (semilla) 5mL 5mL - 300 uL -
Au (stock de
25 mL - 25 mL - 15¢g
crecimiento)
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Tabla 2. Cantidades de cada una de las soluciones para la preparacién de las AuNP.

Tamaiio NP Stock de CeHzO6
o Solucion Semilla
(nm) crecimiento 01M
2.5 mL de la solucién semilla de NP de
5.5 7.5mL 50 uL
3.5nm
8 9mL 50 uL 1 mL de la solucién 3.5nm
17 9mL 50 pL 1 mL de la soluciéon de NP de 8 nm
37 9mL 50 uL 1 mL de la solucién de NP de 17 nm

3.3. Sintesis de AgNP de 3.5 nm

A un tubo Eppendorf de 15 mL, se adiciond 5 mL de AgNO3 5x10“% M y 5 mL de Na3CeHsO7
(5x104 M), y 300 pL de NaBH4 (0.1 M) con agitacion constante.

La solucion se volvié amarilla inmediatamente después de agregar NaBHa, lo que indica la
formacién de particulas de plata. Las particulas en esta solucién fueron aproximadamente
de 3.5 nm el tubo eppendorf fue cubierto con papel aluminio. Aqui, el citrato sirve solo
como agente de proteccion, ya que no puede reducir la sal de plata a temperatura ambiente

(25 °C).
3.3.1 Metodologia de sintesis de AgNP de 30 a 60 nm.

La sintesis de AgNP de ~30 a 60 nm se realizé utilizando CsHsOs como reductor y Na3CeHs07
como estabilizador. Tipicamente, a una solucidn de 8 mL que contenia CeHgOg (6.0x10* M),
y Na3CsHsO7 (3.0x103 M), se ajustd a pH 7. Este proceso se repitid, pero obteniendo
soluciones a pH 9.0, 10.0 y 10.5. Para ajustar el pH de las soluciones se usé NaOH (0.1 M)
y/o acido citrico (0.2 M), y finalmente, se agregd una solucién acuosa de AgNO3 (0.1 M) y

se incubo en bano maria a 30° C. Se observo que las soluciones de reaccién cambiaban de
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incoloras a amarillas-marrén (Para la reaccidn realizada a pH 9.0, 10.0 y 10.5), y verdosas
(Para las reacciones realizadas a pH 7.0) después de 15 min, no se observaron mas cambios

de color, lo que indica que las reacciones se habian completado [64].

Tabla 3. Cantidades de cada una de las soluciones para la preparacion de las AgNP de 3.5

nm.

Tamaiio AgNO; Na3CeHs07 NaBH4
NP (nm) 5x10“* M 5x10“* M 0.1M
3.5nm 5mL 5mL 300 L

Tabla 4. Cantidades de cada una de las soluciones para la preparacion de las AgNP [64].

N33C5H507 CeHsOe AgN03
Tamano NP (nm) 5 . pH
6.0x10° M 12.0x10° M 0.1M
30 nm 4 mL 4 mL 10.5 80 uL
40 nm 4 mL 4 mL 10 80 uL
50 nm 4 mL 4 mL 9 80 uL
60 nm 4 mL 4 mL 7 80 uL

3.4. Sintesis y purificacion de DNA

El DNA de doble cadena (dsDNA), y cadena sencilla (ssDNA), se purifico a partir del
bacteriéfago M13 el cual se cultivd en bacteria como se describe a continuacién. A un
matraz Erlenmeyer de 2 L, que contenia 250 mL de medio LB se inoculé con 2.5 mL de E.
coli (en fase estacionaria), se agregd 0.5 mL bacteriéfago M13 (1x10'? pfu). El matraz se
mantuvo con agitacién constante a una temperatura de 37° C durante 16 hrs (ver Esquema

1).
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Posteriormente, se separaron las células del sobrenadante, centrifugando el medio a 10000
rom por 5 minutos. A partir de las células se obtuvo el dsDNA del bacteriéfago M13

mediante una midiprep. Y del sobrenadante se purificé la molécula de ssDNA.

3.4.1 Purificacion de DNA

Las 3 soluciones empleadas en la midiprep se prepararon como se describe a continuacién:

e Solucion P1, se disolvieron 6.06 g de tris base, 3.72 g de Na,EDTA*2H,0 en 800 mL
de agua destilada. El pH se ajusté a 8.0 con HCl y se agregd agua hasta 1L.
Finalmente, se afnadié 100 mg de RNasa.

e Solucion P2, se disolvieron 8.0 g de NaOH en 950 mL de agua destilada, seguido de
50 mL de soluciéon de SDS al 20% (p/v).

e Solucion P3: Se pesé 294.5 g de CH3CO2K en 500 mL de agua destilada. El pH se
ajusté a 5.5 con CH3;COOH y se aford a 1L.

A las células obtenidas se agregaron 10 mL de la solucidn P1y se mezclé en un vortex, hasta
redisolver la pellet por completo. En este momento se agregaron 10 mL de la solucién P2y
el tubo se invirtié varias veces (4-6), para mezclar perfectamente y se permitid que la
reaccidn avanzara por 5 minutos. Este paso estuvo acompanado de la formacion de
agregados. Posteriormente, a la mezcla anterior, se le adiciond 10 mL de la solucidn P3,
previamente incubada en hielo, y enseguida se formaron agregados. La mezcla anterior se
centrifugd a 13,000 rpm durante 10 minutos a 4° C. Se recuperd el sobrenadante que
contiene el DNA del pldsmido desechando la pellet y se reprecipité con etanol de acuerdo

al protocolo convencional (ver Esquema 1)
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Esquema 1. Esquema que muestra el procedimiento de obtencidon del DNA del M13

Imagen disefiada en BioRender.com [20]. Basado en el protocolo clasico de MIDIPREP

P 4
Obtencion de DNA
. o g \
20 Hrs 16 Hrs // \ i
~37 °C  euti. ~37°C N
200 rpm .
Placa de LB Medio de
cultivo de LB
Tiramos el
sobrenadante
Redisolver
la pellet
— —— — =
Buffers =
B1 B2 B3
BUffers MIDIPREP
DN B1 B2 B3
PLASMIDICO MIDIPREP
https://openwetware.org/wiki/Griffitts:Midiprep

3.5 Diseio de los Oligonucleétidos

La elaboracién de los primers se llevo a cabo con ayuda de la herramienta Oligo Analysis

Tool disponible en https://eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/oligo-analysis/ [65]. En

base a la secuencia del DNA plasmidico del M13mp18 pagina 28. Se disefiaron 4 oligos, uno
con cero mutaciones, es decir se hibrida perfectamente y se nombré control positivo (CP),
ya que es totalmente complementario. Se disefiaron otros 2 primers, los cuales tienen un
mismatch (6 bases que no son complementarias), llamados oligo A y oligo B, finalmente se
eligié un primer con cero complementariedades (control negativo), es decir que no se
hibrida en ninguna regidn del M13mp18 (ver Tabla 5). La forma en que si hibridan al genoma

se representa en el Esquema 2.
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https://eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/oligo-analysis/

Tabla 5. Secuencia de los oligos disefiados en este trabajo, en mayusculas se indican las

bases complementarias a la plantilla y en mindsculas las mutaciones, es decir no

complementarias.

5’ ACC gat ggc TTC GGT CGC TGA GGC

Oligo (A) 6
TG 3’
Oligo (B) 5’ GCG gca ccg ATA TAT TCG GTC GC 3’ 6
Control positivo (CP, 100%
5’ ATA TAT TCG GTC GCT GAG 3’ 0
complementario)
Control negativo (CN, 0%
5’ act act ttc ctc tct ggt gtt caa tgc 3’ 27

complementario)

Esquema 2. Esquema que muestra los oligos utilizados en este trabajo y su hibridacién con

el ssDNA del M13. Imagen disefiada en BioRender.com [20].

Gen VIl

= Oligo CP @

Oligo CN
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3.6. Interaccion NP-Oligo-DNA

Para realizar los estudios de la interaccion entre las NP metalicas, el oligo, y el DNA, se

ensambld una reaccidn tipica como se describe a continuacion.

A una solucién de 1200 pL AuNP, se le agregd 80 L del oligo (19uM), dejando reposar por
1 hr, a 32°Cy 200 rpm en un termo, se dejé enfriar, se observd que las NP no presentaran
algun cambio de color y finalmente se le agregé 80 uL de dsDNA (724.6ng/uL), manteniendo
la relacién molar oligo:DNA (1:1). La solucién cambio de color al instante y se tomo el
espectro de UV-Vis y se analizé por DLS. Posteriormente la solucién se calenté a 95° C en
bafio maria por 10 minutos para desnaturalizar el DNA, se dejo enfriar a temperatura
ambiente por 2 horas y se tomé nuevamente el espectro de UV-Vis y DLS. La Tabla 6 resume

las diferentes reacciones que se hicieron con las AUNP y AgNP.

Tabla 6. Ejemplificacidon del ensamble de AuNP con el Oligo Ay su funcionalizacién, seguido

de la hibridacion (desnaturalizacién) con la platilla de dsDNA.

Tubo eppendorf de 1.5mL

AuNP AuNP | AuNP 8 | AuNP AuNP Oligo (A) dsDNA

Tubo 3.5nm | 5.5nm nm 17nm | 37 nm (19uMm) (724.6ng/uL)
1 | 1200pL| = — — — 80 L 80 L
2 — 1200 pL —_— — — 80 pL 80 pL
3 —_ —_ | 1200pL | — —_ 80 L 80 L
4 — — — 1200 pL — 80 pL 80 pL
5 — — — — 1200 pL 80 pL 80 pL
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3.7. Técnicas de caracterizacion

Las técnicas de caracterizacion utilizadas en este trabajo fueron las siguientes:

3.7.1. Espectrofotometria Ultravioleta-Visible (UV-Vis).

La lectura de los espectros UV-Vis se llevé a cabo en espectrofotometro Shimadzu 1800. Se
empled una celda de cuarzo de 1 cm de paso, el espectro se corrié en el intervalo de 200 a
900 nm a temperatura ambiente. Los experimentos se hicieron en celdas de plastico

transparentes en la region donde absorbe los acidos nucleicos.
3.7.2. Espectroscopia de dispersion dinamica de luz (Dynamic Light Scattering “DLS”)
Determinacion de la distribucion de tamafio de particulas.

La carga y tamano de las NP de cada muestra se determind antes y después de la
desnaturalizacion. El tamafio se midid en el equipo MALVERN ZETASIZER NANO modelo ZSP,
con un laser de 10 mV de He-Ne a una longitud de onda de 632.8 nm. Se tomaron 1.2 mL
de la muestra coloidal, usando una celda de 1 cm de paso 6ptico (modelo DTS0012) Los
pardmetros para el analisis del tamano de particula se ajustaron como se muestra a

continuacion:

e Tipo de método: Size

e Material: AUNP o AgNP, indice de refraccion = 1.450, absorcion = 0.001.

e Dispersante: agua, temperatura = 25° C, viscosidad = 0.8872 cP, indice de refraccién
=1.330.

e Temperatura: 25° C, tiempo de equilibrio = 120 s.

Medicién: angulo de medida = 173° backscatter (NIBS default), duracién de la medicién =
manual, nimero de corridas = 10, duracién de corridas = 10 s, niumero de medidas = 10,

retraso entre mediciones =0's.
El potencial ZETA se determind ajustando los siguientes pardmetros:

e Material: AuNP o AgNP, indice de refraccion = 1.450, absorcién = 0.001.
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e Dispersante: agua, temperatura = 25° C, viscosidad = 0.8872 cP, indice de refraccién
=1.330.

e Temperatura: 25° C, tiempo de equilibrio = 120 s.

En este caso se empled el mismo equipo en el modo potencial zeta y la celda capilar

(DTS1070).

Hay que revisar los espacios y la forma del parrafo para que quede igual en todo el

documento
3.7.3. Electroforesis

Para nuestras muestras la electroforesis horizontal se realizé en un gel de agarosa al 0.5%,
1%y 2% en peso, empleando TBE 1X y SDS al 1% como buffer de corrida. El experimento se
realizd a un voltaje a 100 V, manteniendo constante la corriente a 400 mA, durante 60

minutos.

3.7.4. Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

El tamafio y la visualizacién de la interaccion de las NP con el DNA se estudidé por
microscopia electrénica de transmision (TEM), usando un microscopio de transmisién
electrénica marca JEOL 2010. Las muestras fueron preparadas en rejillas de cobre con
recubrimiento de formvar de 300 mesh. Se tomaron 2-3 plL de muestra y se depositaron en

la rejilla, el exceso de liquido se retird con papel filtro y las muestras se dejaron secar al aire.
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Capitulo 4

4. Resultados y discusion

4.1. Caracterizacion de las nanoparticulas de Au y Ag.

La Figura 15A muestra una fotografia de las soluciones de AuNP sintetizadas, las cuales
muestran el color caracteristico. Para las AUNP de ~3.5 nm observamos una solucién rosa
claro y la coloracién va cambiando gradualmente a medida que aumenta el tamafio de
AuNP, pasando da magenta hasta morado. El cambio progresivo en la coloracion ha sido

previamente observado en otros trabajos similares y reportado en la literatura [63].

Un comportamiento similar se observd en la fotografia de las soluciones de AgNP obtenidas.
Las NP de ~3,5 nm muestran el color amarillo tipico y vemos cambios en la coloracién
debido a los cambios en el tamafo de NP como se indica en la Figura 15B |o que esta acorde

con lo reportado por [64].

Para las NP sintetizadas, una vez transcurrido el tiempo de reaccién, las AuNP y las AgNP
fueron protegidas de la luz con papel aluminio para su almacenaje a temperatura ambiente

(£25°C).

A) B)

Figura 15. Fotografia de las soluciones de A) AuNP y B) AgNP ordenadas de acuerdo al

tamaino.
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4.2 Espectrofotometria UV-Vis

A pesar de que el cambio de color cualitativamente indica cambios en el tamafio se hizo un
estudio por espectroscopia UV-Vis. Los espectros de las muestras frescas se observan en la
Figura 16. De acuerdo lo esperado el plasmdn de resonancia superficial (RPS-L) se desplazé

de menor a mayor longitud de onda a medida que el didmetro de la NP aumenté.

AuNPs AgNPs

03 '\ 3.5nm 4.0

3.5nm

Absorbancia (u.a)

400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 300 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600

A\ A {nm) B) A(nm)

Figura 16. A) Espectro UV-Vis de AuNP, B) Espectro UV-Vis de AgNP.

En la Figura 16 A se observan los espectros UV-Vis de las AuNP, donde se observa que el
maximo de absorbancia esta en 0.22 u.a. a una longitud de onda de 512 nm para las AuNP
de ~3.5 nm; conforme el tamarfio de las NP va aumentando, el maximo de absorbancia se
desplaza a mayores longitudes de onda (hacia el rojo), comportamiento ampliamente
observado en la literatura [33]. Por ejemplo, las NP de ~37 nm presentan el maximo de
absorcion en ~525 nm (ver Tabla 7). También se observan diferentes intensidades de
absorcion, debido, posiblemente, a que el coeficiente de extincidon es diferente en funcién
del didmetro de las nanoparticulas, asi como la concentraciéon. Cabe mencionar que a
medida que el tamafio aumenta se observa la aparicion de un nuevo maximo de absorcién
alrededor de 800 nm, posiblemente debido a la agregacién de NP en linea, simulando
nanovarillas de AuNP. Este experimento se reproduce con lo observado por otros autores

[63].
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Tabla 7. Caracteristicas obtenidas de las AuNP. El tamafio de las NP y la carga superficial

se reporta en nm y en mv, respectivamente. Los valores de la desviaciénestandar (*) en

ambos casos son calculados por el software del equipo.

Resultados de la caracterizacion de las AuNP

DLS
Diametro de DLS Diametro | Potencial Z
Amax (nm) Color Diametro
AuNP (nm) (nm) (mV)
teodrico (nm)

3.5 512 Rosa claro 3.5 3.8+1.1* -28.2+4.4*
5.5 520 rojo-vino 5.5 5.9+1.8* 23.7 +3.6*
8 522 8 8.2 +2.5% 29.5 + 4.5%
17 524 17 16.8+5.1* 35.9 + 5.5%
37 535/809 37 36.8+11.1* 37.8+5.8*

En cuanto a la Figura 16 B) se muestran los espectros UV-Vis de las AgNP observando un

comportamiento similar al de las AuNP, sin embargo, la RPS-L se encuentra alrededor de

~395 nm para las AgNP de ~3.5 nm de tamario, caracteristico del plasmdn de la Ag. En Ia

Tabla 8 se muestran los valores correspondientes a la RPS-L en funcién del tamafio de las

NP, que estan en sintonia con lo reportado por Yagiong et al. [64]. La absorbancia para las

particulas mas pequefias presenta un valor de 1.30 u.a., indicando un valor mayor para el

coeficiente de extincidon ya que la concentracién fue la misma que en el caso de las de AuNP.

Esta es una razén de la importancia de emplear AgNP como biosensor ya que tiene mayor

respuesta dptica muy facil de captar, incluso a simple vista.
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Tabla 8. Caracteristicas obtenidas de las AgNP. Los valores de la desviacién estandar (*) en

ambos casos son calculados por el software del equipo.

Resultados de la caracterizacion de las AgNP

Diametro de Amax DLS Diametro | DLS Diametro Potencial Z

AuNP (nm) (nm) Color teodrico (nm) (nm) (mV)
3.5 395 Amarillo 35 3.7+1.1* -18.5 £ 2.8*
30 397 Cobre 30 31.3+9.4* -20.1+£3.1*
40 399 Naranja 40 419+ 12.6* -30.5+4.7*
50 401 50 49.6 + 14.9* -34.7 £5.4*
60 405 60 62.3+18.7* -38.2 £ 5.9*

4.3 Espectroscopia dindmica de luz

4.4 Microscopia Electrénica de Transmision.

Es posible estimar el tamafio de las NP de acuerdo al maximo de la RPS-L, ya que, como
hemos mencionado el corrimiento de la RPS-L esta correlacionado con el tamafio de las NP,
sin embargo, para tener una medida mas cuantitativa se comprobé el tamaiio de la particula
por DLS. Es importante observar que el equipo lo que mide en realidad es el radio
hidrodindmico (el tamafio de una esfera rigida hipotética que se comporta del mismo modo
gue la particula que se mide), y este esta formado por el nicleo que corresponde a la NP en

si y una capa de la rodea que estd formada por las moléculas que estabilizan la NP.

Los valores de tamafio obtenidos por DLS para las AUNP y AgNP se observan en las tablas 7
y 8, respectivamente. Es notable la correlacion entre el tamafio esperado de acuerdo al
maximo de la RPS-L y el valor obtenido por la técnica de DLS, ya que para las semillas de

AuNP se esperaban tamafios de 3.5 y se obtuvieron de 3.8 nm con una desviacion estar
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estimada por el equipo de £ 1.1 lo cual teoriza que el tamafio de las AuNP sintetizado es el

esperado, tal y como muestran las tablas 7 y 8 para los otros tamafios de AUNP y AgNP

sintetizados.

Si bien la tabla 7 muestra NP monodispersas, la distribucién porcentual del tamafio se
muestra los histogramas de la Figura 17 de las AuNP, mostrando la distribucién y puede
observarse claramente que el maximo de la poblacién se encuentra en el valor esperado
con la desviacién estandar ya mencionado. Cabe sefialar que estd en una medicién muy
acertada ya que se ha reportado que en NP entre 5 y 10 nm es complicado obtener

porcentajes de poblaciones confiables por DLS de acuerdo a lo reportado en la literatura
[66][67].
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Figura 17. Imagen de los histogramas de las AuNP a) 3.5, b) 5.5, ¢) 8.0, d) 17.0, €) 37.0 nm,

proporcionado por la técnica de DLS.

Estos histogramas nos ayudan a conocer el porcentaje de tamafio de NP en la solucién

coloidal, indicando el éxito de nuestra sintesis congruente a lo reportado en la literatura [7,
63].

46



En la tabla 7 y 8 también se muestran los puntos maximos de absorbancia del RPS-L, el color
de la solucion AuNP, el tamafio medido por el DLS, de igual forma se muestra el potencial
Z, que representa el trabajo necesario para llevar una unidad de carga desde el infinito a la
superficie sin aceleraciéon. Entonces el potencial Z mide la carga de las particulas en el plano
deslizante. Esta informacion es relevante para conocer la estabilidad de la solucidn coloidal
y evitar su agregacion y coalescencia. Asi en la tabla 7 observamos, que las AUNP de 3.5 nm
muestra un potencial de -28.2 mV, mientras que las NP de mayor tamafio muestran un
potencial positivo, en funcidn del tipo de agente estabilizante. Las AUNP de 3.5 nm estan
estabilizadas por moléculas de citrato, mientras que las demas (5.5 a 37 nm) estdn

estabilizadas por moléculas de CTAB [63].

De igual forma se muestran los histogramas e imagenes de TEM de las AgNP (ver Figura 18).
La Figura 18 muestra claramente NP de un tamafo de alrededor de 3.5 nm acompafiada del
histograma obtenido por DLS, el cual corrobora el tamano y la monodispersidad observada
en la micrografia de TEM. Como puede observarse todas las NP, sin importar el tamano

tiene morfologia esférica de acuerdo a lo esperado [64].
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Figura 18. Imagenes de TEM e histogramas de AgNP a) 3.5, b) 30.0, c) 40.0, d) 50.0
y e) 60.0 nm.

En la Tabla 8 se puede apreciar todas las propiedades de las NP, desde el color de la solucién
coloidal, pasando por el RPS-L hasta el potencial Z. Es notable que el potencial Z en este
caso siempre es negativo debido a que las NP estdn estabilizadas por moléculas de citrato
y a mayor tamafo, mayor volumen y mayor nimero de moléculas por lo que la carga

disminuye a medida que aumenta el tamafio. Ambos resultados son consecuentes con lo

reportado en la literatura [63-64].
4.5 Electroforesis horizontal en un gel de agarosa.

Para corroborar estos resultados también se realizd la electroforesis en gel de agarosa

horizontal para las AgNP.
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1) AgNP 3.5nm

Figura 19. Electroforesis horizontal de AgNP.

La Figura 19 corresponde a una fotografia de los resultados de electroforesis en un gel de
agarosa al 1%, empleando TBE 1X como buffer de corrida. Las muestras fueron colocadas
del polo negativo (-) hacia el polo positivo (+), ya que como se demostré en la Tabla 8 el
potencial zeta es negativo para estas NP. Las NP se colocaron desde el carril 1 hasta el 5 en
funcién del tamano, es decir las de 3.5 nm en el carril 1, las de 30 nm en el carril 2 y asi
sucesivamente. Como se espera migraron hacia el polo positivo, en funcidn del tamafio, por
lo que las de 3.5 nm son las que mas migran, alrededor de 5 cm en promedio, mientras que
en estas mismas condiciones la de mayor tamaio recorren algunos mm en el gel. Como se
nota en la fotografia algunos carriles estdn bandeados, denotando asi que tenemos
tamafios diferentes de NP de acuerdo a los histogramas, sin embargo, el mayor porcentaje

se centra en el tamafio esperado [68].

Muchas de las aplicaciones de las NP metalicas dependen de la estabilidad en un intervalo
de tiempo, ya que en este trabajo esperamos que en un futuro estas puedan ser empleadas
como biosensores, nos dimos a la tarea de estudiar su estabilidad en funcidn del tiempo. La
cual se determind midiendo el tamafio por DLS durante un periodo de hasta 4 meses,

tomando lecturas diaria, semanal y finalmente de manera mensual.
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4.6 Estabilidad de las nanoparticulas.

En la Figura 20 se muestra la grafica 1 A) y B) que corresponden a las lecturas por DLS de
las AuNP a diferentes tiempos y temperaturas de 25°C y 32 °C, respectivamente. Los
tamarios se determinaron en las NP recién hechas (lectura del dia 1), donde las barras color
rosa claro corresponden a AuNP de 3.5 nm y las barras color morado a AuUNP de 37 nm. En
el eje X tenemos su evolucion en el tiempo y en el eje Y el tamafio en nm. Este estudio de
maduracién de Ostwald de NP implico que las mediciones se hicieron manteniendo en
reposo la solucidn y evitando cualquier tipo de agitacion antes o después de la toma de las

alicuotas a medir.

Es claro que el tamafio de las NP se mantuvo constante, es decir sin cambios apreciables los
primeros 14 dias a 25°C. Mientras que, después de 2 meses se observaron incrementos
importantes, por ejemplo, para las NP de 3.5 nm de didmetro se observé un aumento de
500 % y para las de 37 nm un aumento de 400 %. Esto es notable ya que la literatura
menciona que la temperatura de sintesis y la adicién de sales juega un papel muy
importante en la estabilidad de la NP donde a mayores temperaturas hay un mayor control

de la nucleacién y en este caso la reaccidn se realizdé a temperatura ambiente [36] [69].

Seguimiento en la estabilidad del tamafio de las Seguimiento en la estabilidad del tamafio de las
AuNPs a 25°C por DLS AuNPs a 32°C por DLS
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Figura 20. Grafica de la estabilidad del tamafio de las NP contra el tiempo A)a 25y, B) a
32 °C.

Por otro lado, la figura 23 B) muestra el comportamiento de la estabilidad de las NP a
32 °C. Sorprendentemente un ligero aumento en la temperatura de almacenamiento

extendio la vida de stock, desde 3 semanas hasta 2 meses. Estos resultados muestran que
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la temperatura juega un papel importante en la estabilidad de las NP y debe tomarse en

cuenta para el disefio de un prototipo de biosensor.

El mismo estudio se realizd para las AgNP. En la Figura 21 A) se aprecia la estabilidad del
tamarfio en funcidn del tiempo, de manera similar las barras amarillas representan las AgNP
de 3.5 nm y las de color verde a AgNP de 60 nm. Estas AgNP guardadas a temperatura
ambiente presentan una mayor estabilidad respecto a las AuNP, ya que las de Ag tuvieron
una mayor estabilidad a 25 °C manteniendo el tamafio alrededor de una semana mas. En la
literatura Piwonki et al. [70] mencionan que, en sus AgNP los resultados observados indican
que la nucleacién y el crecimiento posterior de las AgNP ocurren de acuerdo a la
maduracién de Ostwald para tiempos de iluminacion mas prolongados que con periodos

mas cortos, esto provocd una coalescencia de particulas contiguas.

Seguimientoen la estabilidad del tamafio de las AgNPs a Seguimiento en la estabilidad del tamafio de las
25°CporDLS AgNPs a 32°C por DLS
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Figura 21. Grafica que muestra el estudio en relacién al aumento de tamafio (nm) con

relacion en el tiempo de las AgNP en incubacion.

Del mismo modo se observa que el diametro de las AgNP a una temperatura de 32 °C
(Figura 24 B), muestran una mayor estabilidad respecto a las de 25 °C, ya que estas duraron

alrededor de 2 meses y las de 25 °C la mitad de tiempo.

Una vez caracterizadas las NP y sobre todo estudiada su estabilidad se emplearon para él

estudié de la interaccion con las distintas moléculas de DNA (oligo y plantilla).
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4.7. Caracterizacion del DNA.

El DNA se obtuvo mediante una midiprep como se indica en el Esquema 1 (parte
experimental). Asi la solucién que contenia el DNA se analizd por espectroscopia UV-Vis y
electroforesis de agarosa. La Figura 22 muestra los espectros de absorcidn para cada tipo
de DNA obtenido; dsDNA, ssDNA, ademas de los oligos disefiados para este trabajo. En
todos los casos se observa un maximo a 260 nm, caracteristico de DNA asi como valores
estandar de la relacién de absorbancia 260/280 para muestras puras. Y se observa que la
absorbancia de la mezcla de moléculas de DNA es aditiva, es decir los valores de absorbancia

corresponden a la suma algebraica del valor de cada solucién.

La pureza y morfologia se corroboré por electroforesis observada en la Figura 22. Los
carriles muestran bandas tipicas de DNA vistas con un transiluminador de UV. De izquierda
a derecha se observa el marcador. En el carril de dsDNA se observan dos bandas tipicas de
moléculas circulares, a saber, la relajada y la super enrollada, siendo esta mas compacta por
lo que se observa mayor migracion. En el Gltimo carril observamos una banda alrededor de

4500 atribuida a la cadena sencilla (ssDNA) de M13mp18.

!;Il?mplk‘
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Figura 22. Espectro UV-Vis de los DNA realizado en un espectrofotometro NanoDrop. Gel de
electroforesis de DNA y relacidn de la pureza del DNA. Carril 1 marcador 1Kb plus, Carril 2
plasmido M13mp18 vy carril 3 plasmido M13mp18 tratado con el DNA caracterizado y

puro, al igual que las NP, se procedié a estudiar la interaccién entre ambos componentes.
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4.8. Funcionalizacion de las NP con el oligo de DNA.

Antes de realizar las reacciones de desnaturalizacion-hibridacion (DNA-oligos) se verificd la
correcta funcionalizacién de las NP con los oligos correspondientes. Se tomé el espectro
UV-Vis de las NP-oligo y la Figura 23 muestra que no hubo cambios significativos en los RPS-
L y se observa la banda tipica a 260 de DNA, corroborando asi el desplazamiento de los

agentes estabilizantes por los oligos.

Aul7nm + Oligo CP Ag50nm + Oligo CP

14 —Au17 + Oligo 09 —50nm AgNP + Oligo CP

o o
[FS

Absorbancia (u.a)
o
=

Absorbancia (u.a)
(=N el

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 20 20 300 340 380 420 460 500
A(nm) A(nm)

Figura 23. Espectro UV-Vis de la funcionalizacion de NP-DNA.

Como se observa los maximos de absorbancia para el RPS-L se mantienen constantes a 524
y 406 nm para las AuNP y AgNP, respectivamente. Por lo tanto, estos resultados denotan

que las NP se funcionalizarén correctamente con el oligo sin alterar sus propiedades épticas.
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4.9. Reacciones de desnaturalizacion-hibridacion de las AuNP17-oligoA con dsDNA.

Se realizé la funcionalizacidén de las AuNP con el oligo A (el cual tiene 6 mutaciones), este
oligo recubre la superficie de las NP, probablemente mediante interacciones con el grupo
amino (NH;) de los nucleétidos del oligo, desplazando asi a las moléculas estabilizantes. Ya
gue este oligo es complementario y antiparalelo al DNA objetivo; que es el Gen VIII del DNA

del fago M13mp18, puede hibridarse con él.

A) B)L— =)

] - ]

Figura 24. A) Soluciones de AuNP frescas, B) Soluciones de AuNP-OligoA-dsDNA
C) Soluciones de AuNP-OligoA-dsDNA después de desnaturalizar a 100°C.

En primera instancia se observa que la interaccion de las AuNP-OligoA-dsDNA antes de la
desnaturalizacion produce cambios rapidamente en la coloracién de las AuNP, como se
observa de la Figura 24 A) a la B), esto posiblemente ocasionado por interacciones no
especificas entre las bases del oligo y el DNA, provocando la agregacién de las NP, y por ese
motivo, las soluciones cambian de color. Después de la desnaturalizacién a 100° C (Figura
24 C), observamos que las NP volvieron a cambiar de color, volviéndose de un color mas
tenue, incluso transparente, ya que las AuNP precipitaron casi por completo, después de la
desnaturalizacién, debido a la interaccidn especifica entre el oligoA y el DNA objetivo,
desprotegiendo la superficie de las NP y causando su coalescencia. Este comportamiento
de las AuNP es el esperado para interacciones especificas ya que en otros trabajos [71]
observan un comportamiento similar, pero empleando anticuerpos y antigeno de la
proteina S (spike) del SARS-CoV-2, en el cual las AuNP se agregaron rapida e
irreversiblemente debido a la interacciéon entre el anticuerpo y el antigeno y, en
consecuencia, cambiaron de color del rojo al violeta, incluso determinaron el limite de

deteccion siendo de 48 ng/mL.
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Con estos cambios en la coloracion, su relacidon RPS-L, y por espectroscopia UV-Vis, DLS, y
TEM se pudo investigar los cambios efectuados en las NP provocados por las interacciones
con el DNA. En este caso solo resaltaremos los resultados de las NP de 17nm, ya que son las
gue presentaron un cambio de color mas evidente respecto a las demads. Aunque cabe

mencionar que se estudiaran todas las reacciones con todos los tamafios de NP sintetizados.

AuNP17nm-OligoA-dsDNA
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Figura 25. Espectro UV-Vis de la interaccion AuUNP-Oligo-DNA. En color verde el espectro
UV-Vis de las AuNP puras, en rojo la interaccién de AuNP-Oligo(A)-dsDNA, en negro la
interaccion de AuNP-Oligo(A)-dsDNA después de ser desnaturalizado y en azul el espectro

UV-Vis del DNA con el oligo.

Para el caso de la espectrofotometria se observan corrimientos y ensanchamientos en el
RPS-L-L como se describe a continuacién. La Figura 25 muestra los espectros de la
interaccion entre AuNP 17nm-OligoA-ds-DNA antes y después de la desnaturalizacién, en
todos los espectros se muestra la banda tipica del RPS-L-L de las AuNP, observando que hay
un ensanchamiento de la banda cuando interaccionan con las NP, desde 524 nm hasta 607
nm, asi como un aumento en la intensidad en la sefial de DNA de 1.4 a 1.9, ya que la
absorcién para el DNA es aditiva. Este comportamiento es similar a lo observado por
Karakus et al. [71]. Después de desnaturalizar este efecto se fortalece, haciéndose mas
ancha e intenso RPS-L.
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Interesantemente, la banda del DNA sufre un desplazamiento de260 a 275 nm, lo cual nos
revelaria que hay unainteraccién entre las AuNP y el dsDNA, tal y como ocurrié en el trabajo
de Sohn et al. [72] donde el maximo de absorcién se movié hacia el rojo y se observa un
efecto hipocromico (disminuye la intensidad), respecto a la muestra sin desnaturalizar. Este
efecto se debe, probablemente a interacciones entre el oligo y el dsDNA, sin embargo, mas

experimentos son necesarios para explicar este comportamiento.

El incremento de las AuNP debido a la interaccidon con dsDNA, fue verificada mediante DLS.
En la Tabla 9 se muestra que los didmetros hidrodindmicos de las NP aumentan después de
agregar y desnaturalizar el dsDNA, como resultado de la agregacion de las NP, ya que el ds-
DNA desplaza al oligo y su consecuente desproteccidn. Respecto de la carga (potencial zeta)
se observa una disminucién, que continua incluso después de la desnaturalizacion, ya que

el CTAB (g+) es desplazado por DNA (g-) (Ver Tabla 9).

Tabla 9. Caracteristicas obtenidas de las AuNP-Oligo(A)-dsDNA. Los tamafios y potenciales
de las AuNP con su respectiva la desviacion estandar (*) fueron obtenidos por el mismo

equipo de caracterizacion

Au 17.0 nm
Longitudde | ., . o5« nm 607 + 0.5* nm 625 + 0.5* nm
onda
Diametro | ¢ 5 1% im 265.4 + 79.6* nm 1585 + 475*nm
hidrodinamico

Potencial 35.9+5.5* mV 30.2+4.6* mV 12.8+1.1* mV

Longitud de
+ * + * + *

onda dsDNA 259+ 0.5* nm 260 £ 0.5 nm 260 £ 0.5* nm
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Finalmente, se visualizé por TEM la formacion de agregados. Como se observa la Figura 26
las AUNP forman una linea que infiere la estructura alargada del ds-DNA y que estabiliza a

las NP. [72]

-

100 nm -

Figura 26. Imagen de TEM de la interaccién de AuNP-Oligo(A)-dsDNA después de

desnaturalizar.

Se propuso un posible mecanismo de interaccion entre las NP, el oligo y el DNA objetivo,
mostrandose en la Figura 27. En el Paso 1., las NP, originalmente estabilizadas por
moléculas de CTAB son intercambiadas por moléculas del oligo. Posteriormente, (Paso 2)
se agrega ds-DNA con el gen objetivo. Paso 3., la mezcla se desnaturaliza, durante este
proceso se produce una horquilla entre el oligo y el DNA separdndose por completo de la
NP y provocando que estas se desestabilicen induciéndola aglomeracion y consecuente

precipitacion de las NP, en concordancia a lo reportado por otros autores [73].
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Figura 27. Imagen que ilustra el mecanismo posible de las interacciones de las AuNP con el

dsDNA durante el proceso de desnaturalizacién. Imagen disefiada en BioRender.com [20].

4.10. Reacciones de desnaturalizacion-hibridacion de las AuNP17-oligoA con ssDNA.

De la misma forma que en el caso anterior, se realizé la interaccidn de las AuNP con el oligo-
A. Se utilizé el oligo A con las 6 mutaciones y se estudio el cambio provocado por esta
interaccion de ssDNA con las AuNP. Note que en este caso se empled una molécula de

cadena sencilla con el mismo gen objetivo.

B)L_ "

Figura 28. A) Soluciones de AuNP originales, B) Soluciones de AuNP-Oligo(A)-ssDNA, C)

S—

)

Soluciones de AuNP-Oligo(A)-ssDNA después de desnaturalizar.

Al primer contacto se observan cambios a simple vista (Figura 28 B), ya que las soluciones
viraron de color inmediatamente, como se observa, las NP de 17 nm pasaron de color rojo
vino a color morado. Después del proceso de desnaturalizacion se observan cambios

nuevamente (Figura 28 C), y se nota que las AuNP precipitaron (no mostrado) con la
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consiguiente disminucién en la intensidad. Esta observacion estd de acuerdo con lo
obtenido en la Figura 29, en el cual el RPS-L es casi imperceptible debido a la interaccion
AuNP-OligoA-ssDNA que provoca la precipitacion de las NP. Estos resultados son similares
a los resultados obtenidos por Tan et al. cabe mencionar que en nuestro caso no estamos
ajustando la fuerza idnica para delimitar el estudio Unicamente a las interacciones puente

de hidrégeno entre el DNA [74].
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Figura 29. En rosa el espectro UV-Vis de las AuNP, en morado el espectro UV-Vis de la
interaccion de AuNP-Oligo(A)-ssDNA, en fiusha el espectro UV-Vis de la interaccién de
AuNP-Oligo(A)-ssDNA después de ser desnaturalizado y en verde el espectro UV-Vis del
DNA con el oligo.

Los espectros muestran un ensanchamiento del RPS-L en la primera interaccién (linea color
morado) y después del proceso de desnaturalizacidn notamos un ensanchamiento aun
mayor y una baja en la intensidad de los RPS-L de las NP, posiblemente por la precipitacién

de las NP.
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Tabla 10. Caracteristicas obtenidas de las AUNP con la interaccidon con el DNA. Los

tamafios y potenciales de las AuNP con su respectiva la desviacion estandar (*).

Au 17.0 nm

Esta aglomeracion de las AUNP debida a la interaccion con DNA fue verificada mediante
DLS. En la Tabla 10 muestran los valores obtenidos mediante esta técnica, notando que los
diametros hidrodindmicos de las NP aumentan de tamano, y, debido a la agregacién, mas
que a la coalescencia de las AuNP. Respecto de la carga, se observa que las moléculas
estabilizantes probablemente son reemplazadas por las moléculas de ssDNA, lo que hace
que haya un cambio notable en el potencial zeta; ya que el CTAB (g+) es desplazado por

ssDNA (g-), desde 35.9 hasta 19.8 mV.
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Por otro lado, para verificar esta agregacion entre el DNA y las AuNP se obtuvieron
imagenes de TEM. Como se observa en la Figura 30 las NP forman un cimulo debido a la
disociacion de estas con el oligo, ya que el oligo se hibridé al DNA. Esta interpretaciéon ya

sido reportada por otros investigadores [75] lo que confirma nuestra hipétesis.

-
.

500 nm*™

Figura 30. Imagen de TEM de la interacciéon de AuNP-Oligo(A)-ssDNA después de la

desnaturalizacion.

De igual forma, se propuso un mecanismo de interaccion entre las NP, el oligo y el DNA
objetivo, mostrandose en el siguiente esquema (Figura 31), el cual ilustra el posible la
interaccion entre las NP que estan estabilizadas por moléculas como CTAB, que son
desplazadas por el oligo, quedando funcionalizadas, finalmente, con oligo. Al agregar DNA
las moléculas de oligo tiene preferencia por el DNA complementario, lo cual se acentua con

la desnaturalizacién, provocando la aglomeracidon cdmo se mostrd en la Fig. 33.
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Cabe mencionar que este efecto se ha observado para otro tipo de interacciones
especificas: proteina-ligando, aptamero-DNA, observando siempre agregacién de NP como
lo indica el cambio de color y el desplazamiento del RPS-L hacia el rojo como lo esquematiza

Xia y colaboradores [73].

Figura 31. Imagen que ilustra el mecanismo posible de las interacciones de las AgNP con el
ssDNA. Imagen disefiada en BioRender.com [20].
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Por otro lado, también se realizé el estudio de esta interaccion por espectroscopia IR (Figura
32) de las AuNP-OligoCP-dsDNA, el oligo CP es el oligo totalmente complementario, es decir,
no tiene mutaciones. Una primera observacion es la aparicién de picos; en las NP después
de su interaccidn con acidos nucleicos, a 3500 a 3200 cm™ indicando la existencia de los
grupos hidroxilos y las aminas, respectivamente, provenientes de las moléculas de DNA, asi
como las bandas entre 1400 y 1700 cm™ debidas a las vibraciones de los enlaces C=0, C=C
and C=N [76]. Del espectro es claro que hubo un desplazamiento de las moléculas

estabilizantes por las moléculas de DNA, las cuales estabilizan ahora a las NP.

IR AUNP-OligoCP-dsDNA
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Figura 32. Espectrofotometria IR de las AuNP y su interaccion con las diferentes moléculas

de acido nucleico.
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4.11. Reacciones de desnaturalizacion-hibridacion de las AuNP17-oligoCN con dsDNA.

Para demostrar las interacciones entre oligos y DNA complementario, también se realizé el
experimento con un oligo no complementario (CN, este oligo es totalmente diferente a las
secuencias del Gen VIII del dsDNA del M13mp18). En principio el oligo se adsorberia a la
superficie de las NP desplazando a la molécula estabilizante, sin embargo, al agregar el DNA
y desnaturalizar no se observan cambios significativos de color (ver Figura 33), confirmando

que el oligo tiene preferencia por las NP y no por el DNA.

—— R ez -

5.2
L

Figura 33. A) Soluciones de AuNP originales, B) Soluciones de AuNP-Oligo(A)-dsDNA, C)

B)

Soluciones de AuNP-Oligo(A)-dsDNA después de desnaturalizar.
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Figura 34. Espectros de la interaccion de las AuNP17-oligoCN con dsDNA. En color rosa el
espectro UV-Vis de las AuNP 17 nm, en morado la interaccién de AuNP-OligoCN-dsDNA,

en rojo AuNP-OligoCN-dsDNA después de ser desnaturalizar y en verde el DNA.
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En la Figura 34 observamos el espectro del DNA en color verde, el cual tiene un maximo
alrededor de los 260 nm y las NP un tienen maximo en 505 nm (linea rosa), de acuerdo a lo
esperado. Como se observa los espectros no muestran cambios en el maximo del RPS-L
indicando que las NP no se estan agregando, lo que estd de acuerdo con nuestra
observacion para el color de la mezcla, que no cambia de tonalidad ya que el oligo y el DNA
no son complementarios. A diferencia del oligo A que posee cierta complementariedad y la

soluciéon cambio de color.
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Capitulo 5
5. Interaccion AgNP-DNA.

Como ya se menciond las AgNP poseen ventajas sobre las AuNP, por ejemplo, tienen un
coeficiente de extincidn mayor, y su gama de colores es mas diversa, e incluso tiene un
mayor intervalo de absorbancia ya que absorben desde los 390 nm hasta el IR cercano en
funcién del tamafio y de la forma [42]. Por estas razones hay un gran interés por observar
el comportamiento de estas en ensayos colorimétricos ya que pueden tornar desde el color
amarillo hasta el marrén, pasando por el azul, indicando deferentes grados de agregacion.
Asi, en este trabajo nos propusimos estudiarlas como potenciales detectores mas eficaces
para la fabricaciéon de biosensores colorimétricos. En esta investigacion, las AgNP se
emplearon en la deteccién del Gen VIl del plasmido M13mp18, por lo que a continuacidn,
presentaremos los estudios realizados con ellas, mostrando solamente los resultados con
las NP de 30 nm, ya que estas mostraban mayores cambios de color a la vista, lo que en un

futuro permitiria el disefo de dispositivos de deteccidn sin el uso de equipos sofisticados.

5.1 Reacciones de desnaturalizacién-hibridacion de las AgNP30-oligoA con dsDNA.

En la Figura 35 A) se pueden observar a las AgNP tal como se sintetizaron, seguida de una
imagen justo después de la adicion del oligo Ay del DNA en la cual es muy notable el cambio
de color a simple vista sin importar el tamafio AgNP. Después de la desnaturalizaciéon no

solo hubo un cambo de color, sino que se formé un precipitado de NP.
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Como ya se mencioné esto se debe a la estabilizaciéon de las NP por el oligo, sin embargo,
este se disocia y se hibrida con el DNA objetivo después de la desnaturalizacidn

conduciendo a su aglomeracidn y posterior precipitacion.

C)

AL~ / B)

’

Figura 35. A) Soluciones de AgNP originales, B) Soluciones de AgNP-Oligo(A)-dsDNA, C)

Soluciones de AgNP-Oligo(A)-dsDNA después de desnaturalizar.

Esta hipdtesis fue demostrada por otros estudios como se menciona a continuacién. En la
Figura 36 se observan los espectros UV-Vis de las AgNP 30 con y sin oligo A, y con y sin
dsDNA. En la linea verde tenemos el RPS-L de AgNP, la cual sufre un ligero desplazamiento
y ensanchamiento al agregar el DNA, fendmeno que se profundiza a la desnaturalizar la
muestra, ensanchando aun mas su de RPS-L y por lo tanto conduciendo a su agregacién y
coalescencia. Estos resultados son satisfactorios ya que tienen un comportamiento similar
al encontrado en la literatura [77], en este estudio, la melanina de sésamo negro tiene una
absorcién maxima desde 210 nm hasta 403 nm, acompafiada de un cambié de color de

amarillo claro a marrdn, lo que confirmd la formacién de un complejo Mel-AgNP.
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Cabe mencionar que este fendmeno es muy pronunciado también en nuestros estudios con
el DNA, como se esperaba, probando que podria resultar en el desarrollo de un método
mas sensible y facil de detectar a simple vista respecto a las AUNP, que es uno de nuestros

objetivos.
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Figura 36. En verde el espectro UV-Vis de las AgNP, en rojo el espectro UV-Vis de la
interaccion de AgNP-Oligo(A)-dsDNA, en negro el espectro UV-Vis de la interaccion de
AgNP-Oligo(A)-dsDNA después de ser desnaturalizado y en azul el espectro UV-Vis del

DNA con el oligo.

En la Tabla 11 se presentan las caracteristicas obtenidas por medio del DLS de las AgNP,
donde tenemos a las AgNP; por si solas, con un maximo de absorcién a 397 nm y en su
primera interaccidén con el dsDNA vy el oligo su maximo de absorbancia paso a 412 nm, y
después de la desnaturalizacidn a 408 nm. Por otro lado, el radio hidrodindmico de las AgNP
era de 31.3 nm, el cual se incrementd al agregar el oligo y el DNA a 78.2 nm, y posterior a

la desnaturalizacion crecid a 291 nm.

En cuanto al potencial Z las AgNP presentaron un potencial de -20.1 mV y en su primera
interaccion con el dsDNA y el decrecid a -25.8 mV, después de la desnaturalizaciéon hubo un

cambio nuevamente ya que presentd un potencial de -29.5 mV. Estos resultados apoyan el
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mecanismo que hemos propuesto, en el cual el DNA desplaza a las moléculas estabilizantes
produciendo la disminucién en la carga y después de la desnaturalizacion ya no es el oligo,
sino la molécula de DNA que estabiliza la superficie manteniendo un potencial negativo.
Nuevamente, estos resultados estdn en linea con los que se ha reportado para otros
trabajos entre AgNP y biomoléculas [77] validando nuestra propuesta de interaccion-

aglomeracion.

Tabla 11. Caracteristicas obtenidas de las AgNP con la interaccion de las diferentes

moléculas de DNA. Los tamafos y potenciales de las AgNP con su respectiva la desviacion

estandar (*).

397 £ 0.5* nm 412 £+ 0.5* nm 408 + 0.5* nm

31.3+9.4* nm 78.2 +7.8* nm 290.8 £ 87.2* nm
-20.1 +3.1*mV -25.8 +3.9* mV -29.5+ 3.4* mV
259 + 0.5* nm 256 + 0.5* nm 257 £ 0.5* nm
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Este ordenamiento (agregacién) pareciera alinear a las NP sobre el eje de DNA como
muestran las imagenes TEM (ver Figura 37) y explicando el cambio de color y el cambio en

potencial zeta.

Figura 37 Imagen TEM de las AgNP con la interaccion del oligo Ay el dsDNA.
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5.2 Reacciones de desnaturalizacion-hibridacion de las AgNP30-oligoA con ssDNA.

En la Figura 38 se pueden observar a las AgNP antes y después con la interaccién con el
oligo(A) y ssDNA, las cuales cambiaron de color dramaticamente al entrar en contacto con

el ssDNA y precipitaron después de la desnaturalizacién.

. \ )

Figura 38. Fotografia de las AgNP (izquierda) con oligo-ssDNA (central) y después de

desnaturalizar (derecha).

El espectro de UV-Vis es muy similar al anterior (Figura 39), sin embargo, después del
proceso de desnaturalizacion se observa la desaparicidon del RPS-L de AgNP debido a su total

coalescencia y precipitacidon, explicando porque la soluciéon se vuelve casi incolora.

Interaccion de AgNPs 30 nm con OligoA y ssDNA
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Figura 39. En amarillo el espectro UV-Vis de las AgNP, en café el espectro UV-Vis de la
mezcla de AgNP-Oligo(A)-ssDNA, en gris el espectro de la mezcla de AgNP-Oligo(A)-ssDNA
después de ser desnaturalizado. Para efectos de comparacién en verde se muestra el

espectro UV-Vis del del ssDNA.

71



La Tabla 12 resume el cambio en las propiedades de las AgNP en cada paso del experimento.

Debe destacarse el incremento cerca de diez veces el tamano original y del potencial zeta

(en valores absolutos) indicando cambios importantes en la estabilidad de las AgNP.

Tabla 12. Caracteristicas obtenidas de las AgNP con la interaccidn con el ssDNA. Los

tamarfios y potenciales de las AgNP con su respectiva la desviacién estandar (*).

397 £ 0.5* nm

402 +0.5* nm

406 +0.5* nm

31.3+9.4* nm 260.8 + 26.0* nm 308.2 + 30.8* nm
-20.1 £3.1* mV -29.9+4.6* mV -30.4 +4.7* mV
259 + 0.5* nm 256 £ 0.5* nm 255+ 0.5* nm
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Finalmente, los cambios debido a la agregacién y coalescencia de las AgNP son
corroborados por TEM. En la Figura 40 puede verse claramente como el tamafio de las NP
aumentd y se formaron cumulos, sin ningun orden aparente. De esta forma se observa
claramente como el oligo A prefiere interaccionar con ssDNA, provocando la

desestabilizacion y agregacion de las NP.

Figura 40. Imagen TEM de las AgNP con la interaccion del oligo Ay el ssDNA.

A continuacion, se presentan los resultados de las interacciones entre el oligo B y el oligo
CPy los diferentes tipos de DNA. Como puede observarse en la Figura 41 C la interaccion es
muy similar a la del oligo A, ya que ambos presentan mutaciones en el oligo conduciendo al
mismo tipo de ordenamiento, sin embrago se observa que la distancia entre las NP es
minima provocando un segundo plasmdn, de manera muy similar al plasmén transversal de
los nanovarillas (Figura 41 D). Mientras, que el oligo CP (100% complementario) se hibrida
perfectamente a la doble hélice (Figura 41 E) provocando la agregacién de las NP sobre este

ultima, como lo sugiere la imagen de TEM.
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5.3. Reacciones de desnaturalizacién-hibridacion de las AgNP30nm-Oligo B y CP -dsDNA.

AgNP30nm-Oligo B -dsDNA
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MODIN

B)
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201£3.1 274442 mV 28.4+2.8mV
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259n;'1°'5 263+ 0.5 nm 257+ 0.5 nm

Figura 41. Conjunto de imdgenes de las reacciones de desnaturalizacidn-hibridacién de las

AgNP30nm-OligoB-dsDNA
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Figura 42. Conjunto de imdagenes de las reacciones de desnaturalizacidn-hibridacién de las

AgNP30nm-OligoCP-dsDNA
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5.4. Reacciones de desnaturalizacidn-hibridacion de las AgNP30nm-Oligo-ssDNA
De los experimentos de la interaccion de los diferentes oligos con ssDNA es claro que hay

un cambio de color similar, sin embargo, por espectroscopia y TEM se observa que la
aglomeracion de las NP no forma estructuras alineadas, sino en forma de conjuntos amorfos
(Figura 43 E), para el caso de oligos con mutaciones. Interesantemente, cuando el oligo es
complementario al 100 % se forman conjuntos cuasi esféricos (Figura 44 E). En ambos casos
se muestran las tablas con el resumen de los cambios observados en estos experimentos,

gue explican los mecanismos arriba descritos.
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Figura 43. Conjunto de imdagenes de las reacciones de desnaturalizacidn-hibridacién de las

AgNP30nm-OligoB-ssDNA
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Capitulo 6

6. Conclusiones y perspectivas
6.1 Conclusiones

A manera de conclusién podemos afirmar que:

La estabilidad de las NP es un factor primordial para su implementacién y posible aplicacién.
Las AuNP y AgNP fueron estables hasta 2 y 6 semanas, respectivamente y se logré
incrementar su estabilidad almacenandolas a temperatura ligeramente mayor al ambiente

(32°C).

Se disefiaron oligos complementarios y con mutaciones a la secuencia del Gen VIII del
plasmido M13mp18, asi como un control negativo (sin ninguna afinidad al gen) para probar
la aglomeracidn de las NP. Se sabe que NP aisladas presentan un color, mientras que NP
agregadas presentan un cambio de color. Aqui las NP eran estabilizadas por el oligo y en
presencia de secuencias complementarias se hibridaban al DNA provocando su

aglomeracion.

Si bien todos los tamafios de NP mostraron cambios de color después de la
desnaturalizacion, se eligieron NP de Au de 17 nm y de Ag de 30 nm, ya que presentaron

mayores cambios a simple vista.

Demuéstranos que la Ag es un elemento que puede sustituir al Au debido a las ventajas ya
mencionadas y mas importante aun a los cambios pronunciados en el color de la solucion,
mostrando que pueden ser herramientas Utiles en el desarrollo de plataformas basadas en

AgNP ya que mostraron ser mas estables y de menor costo.

Las pruebas colorimétricas de las AUNP y AgNP muestran cambios significativos a simple
vista. En este trabajo demostramos que hay cambios cualitativos de los materiales, cuando
las NP se aglomeran, evidenciando que se pueden implementar en el disefio de biosensores
colorimétricos para detectar secuencias especificas de manera sencilla y e incluso en

condiciones urgentes (pandemia). Estas observaciones se confirmaron por técnicas
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cuantitativas como el desplazamiento del RPS-L, incremento en el tamafio de particula por

DLS, entre otros.

Con base en lo observado con los sistemas a base de NP de plata, demostraron cambios
cualitativos de los materiales, observando los cambios de coloracion de los sistemas
coloidales, por la funcionalizacidn de las NP con los oligos complementarios a las secuencias
de DNA trabajadas, se podria investigar un futuro trabajo con caracteristicas cuantitativas,
por ejemplo, los limites de deteccién, ya que en este trabajo nos enfocamos en la

posibilidad de disefiar un precursor de un biosensor capaz de detectar estos genes.

6.2. Perspectivas

Hemos logrado proponer una plataforma especifica para reconocer secuencias de genes,
en nuestro caso para detectar en gen 8 del plasmido M13mp18, sin embargo, esta idea se

puede aplicar a cualquier otro gen de interés, incluso para detectar agentes patégenos.

Mejorar la estabilidad de las AgNP para que puedan usarse en regiones donde no hay
suficiente infraestructura, con ayuda de sales o agentes estabilizantes que nos brinden una

estabilidad mayor a la obtenida en este trabajo.
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