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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Introduccién a la Nanobiotecnologia

La nanobiotecnologia describe las aplicaciones de las técnicas nanotecnoldgicas
para el desarrollo y aplicacion de productos y procesos biotecnolégicos, incluyendo la
manipulacion de estructuras pequefas (quimicas y biolégicas) con tamafios menores a
100 nm para el desarrollo de métodos mas sensitivos y exactos [1], en otras palabras,
esta ciencia trata de crear nuevas estructuras, comprension de nuevas propiedades y de
la organizacion de estas nuevas estructuras en productos y/o dispositivos complejos mas

grandes.

Los estudios multidisciplinarios y mas importantes que conciernen a la nanotecnologia
son la quimica, la fisica y la biologia (entre otros) [2]. En quimica, esta ciencia se asocia
a los procesos de sintesis de muchos compuestos tales como nanoparticulas, coloides,
micelas y moléculas de polimeros; se complementa con la fisica, donde se estudian las
nanoestructuras ademas de relacionar los conceptos de electrones, fotones y energia.
En biologia, se tiene un interés en nanoestructuras como componentes de la célula y

otros microorganismos como ADN vy virus [3]. El papel de estas 3 ciencias y su



integracion en la nanotecnologia ofrece enormes aplicaciones interdisciplinarias como
deteccion [4, 5], sensado [6, 7], focalizacion [8, 9], liberacion de farmacos [10, 11] y

tratamientos de enfermedades [12, 13] por nombrar algunos.

Las nanoparticulas metélicas han sido objeto de investigacion debido a sus propiedades
y aplicaciones caracteristicas en las ciencias biomédicas y de la ingenieria, ademas de
Su interés para su uso en la nanotecnologia. Estas nanoparticulas tales como oro, plata
y cobre difieren de los materiales a granel debido a la respuesta Optica de la excitacion
del plasmon superficial localizado (LSP). EI LSP (Figura 1) son oscilaciones coherentes
de electrones de conduccién en la superficie excitada de un metal debido a la interaccion

con la radiacién electromagnética.

Noble metal particle

Electron cloud

Electric field

Figura 1 Interaccién entre la energia (luz) y la nanoparticula metalica [14].

Estas oscilaciones proporcionan una banda de extincién en el intervalo del espectro
infrarrojo, visible y ultravioleta. La posicion espectral (longitud de onda) de estos
fendmenos es muy sensible al tipo de metal, tamafio, forma y el campo dieléctrico que

le rodea [15].



Este campo de investigacion es conocido como “plasmonicos” [16-18] y ha sido sujeto a
investigacion debido a las potenciales aplicaciones en pequefios dispositivos como
sensores, circuitos fotdnicos y también en el diagnéstico médico y de terapia [19-23].

Existen ciertas formas de sintetizar nanoparticulas metdlicas, los métodos mas
caracteristicos para la sintesis son la litografia nanoesferas (NL) [24], litografia por haz

de electrones [25] y sintesis quimica en medios liquidos [26].

La técnica por litografia de nanoesferas (NSL) (litografia coloidal [27, 28]) es un método
para la produccion de nanoparticulas en matrices regulares y homogéneas en diferentes

tamafos. Combina las ventajas de los enfoques quimicos del “top-down” y “botton-up”.

(a) CSANSL

Limpieza de substrato Deposicion de Secado Deposicion de metal Lift-off

microesferas
Figura 2 Proceso de la técnica de litografia de nanoesferas

En general, un sustrato se recubre con una suspension de nanoparticulas esféricas,
después se proporciona un tratamiento quimico para mejorar su propiedad hidréfila para
luego tener un proceso de secado. Entonces, esta plantilla se utiliza para seleccionar un
patrén debido a la deposicion del material a través de los espacios de los granos
ordenados. Después de este proceso, la plantilla se elimina por sonicaciéon o mediante
la eliminacion de la superficie del sustrato. A veces es necesario un recocido para

cristalizar el material con el fin de inducir un cambio de fase de la muestra.



La técnica de litografia por haz de electrones (EBL) es otra técnica de nanofabricacion,
no soélo permite una deposicion directa de estructuras de hasta 10 nm, sino que también
permite una deposicién a nanoescala con un patron, como la litografia 6ptica y litografia

de nano-impresion a través de la formacion de mascaras y plantillas [29].

Spin coated sample e-beam exposure Chem. development

resist
/ |

conducting substrate

&

Lift-off _
Metal deposition Final structure

gﬁ@

Figura 3 Proceso de la técnica por EBL

El proceso para la técnica de EBL implica la exposicién de un material por un haz de
electrones altamente enfocado para modificar la superficie del material en que se puede

formar una plantilla para diversas aplicaciones.

Las técnicas NLS y EBL utilizan procesos para definir la geometria de las nanoparticulas,
las nanoparticulas se colocan en un sustrato mediante el uso de una deposicién al vacio.
El resultado de este proceso puede permitir la formacion de una estructura policristalina
del metal, en contraste con las particulas de una sola fase cristalina fabricadas por
sintesis quimica. Las principales desventajas de estos métodos son la restriccion de la
morfologia de las nanoparticulas, un bajo rendimiento y altos costos de inversién para el

método EBL.



Las nanoparticulas metéalicas se han fabricado utilizando diferentes rutas de sintesis
guimicas en condiciones especificas. Durante los procesos de precipitacion, reduccion o
la formacidén de nanoparticulas en fases liquidas, se afladen agentes de control de
superficie. Estos interfieren con la particula de nucleacion y de crecimiento para evitar la
aglomeracién y podrian permitir un control de tamafio para las nanoparticulas. La sintesis
guimica en medios liquidos es un método con multiples ventajas como el bajo costo y la

simplicidad de sintesis con una fase cristalina homogénea.

La sintesis de nanoparticulas con formas y tamafios controlados se ha desarrollado
ampliamente por un método llamado reduccion quimica. Este método se caracteriza por
su rapido progreso en los ultimos afios con sintesis de morfologias de esferas [30] barras
[31], prismas [32, 33], cubos [34, 35], discos [36, 37], entre otras [38]. Esta combinacién
de formas y tamafios proporcionan una respuesta diferente en sus propiedades épticas,
las cuales pueden ser utilizadas en diferentes aplicaciones, dependiendo del requisito o

campo de estudio.

Muchas de estas sintesis se llevan a cabo utilizando agentes reductores como el
borohidruro de sodio [39, 40], hidracina [41], N,N-dimetilformamida [42], entre otros
compuestos organicos [43-45] proveyendo la obtencién de nanoparticulas con alta
reactividad, sin embargo; muchos de estos compuestos estan relacionados a la toxicidad
y riesgos biologicos [46]. De la misma manera, los agentes estabilizadores usados para
la sintesis de nanoparticulas incuyen moléculas organicas como trifenilfosfina [47],
alcohol polivinilico [48] y la polivinilpirrolidona [49], las cuales son toxicas y son dificiles

de disponer ambientalmente [50].



Recientemente, algunos polimeros naturales y compuestos organicos como el quitosan
[51], almiddn [52, 53], polipéptidos [54], heparina [55] y el hialurdon [56] han sido utilizados
para la sintesis verde de nanoparticulas. Algunos de estos compuestos tienen un rol dual
de funcion tanto para la reduccién como la estabilizacién de nanoparticulas metalicas,

permitiendo una sintesis de un solo paso [57].

1.1.1 Aplicaciones

La resonancia plasmonica superficial localizada (LSPR) es la respuesta 6ptica a
la excitacibn por un campo electromagnético caracteristica de las nanoparticulas
metalicas, que ofrece diversas aplicaciones.

La posicion en el espectro para el LSPR puede ser alterado dependiendo de la constante
dieléctrica que rodea las nanoparticulas metélicas. Esta alteracion se puede observar
como un cambio o desplazamiento azul-rojo para el pico de absorcion del LSPR, y puede
ser una herramienta util para aplicaciones de deteccion [58].

Sin embargo, si la interaccidon entre estos sistemas proporciona un gran cambio, la
concentracion de algunos analitos puede estar relacionada con el cambio de color de las

nanoparticulas.



o
o

510 520 530 540
Wavelength (nm)

&
i

Absorbance(au.) P
o
[T

450 550 650 A
Wavelength (nm) (il 0 iv)

Figura 4 Nanoparticulas de oro y sus respectivos espectros UV-vis antes (rojo) y después

(verde) de la funcionalizacion (A) y nanoparticulas de oro funcionalizadas con ADN (B)[59].

Las aplicaciones de deteccion que implican el uso de los LSPR, requieren mejoras en la
interaccién de las nanoparticulas metalicas. Estas mejoras desarrollan nuevas areas
para la deteccion con una sensibilidad extraordinaria, con bajo nivel de concentraciéon
necesario para la deteccion [60]. Entre los analitos estudiados utilizando LSPR se
encuentran los iones metalicos [61], toxinas [62], glucosa [63], acidos nucleicos [64],

moléculas [65] e interacciones antigeno-anticuerpo [66, 67].

1.1.2 Biosensado

Existen algunas aplicaciones en biosensores utilizando los LSPR, una de ellas es
la deteccion de pequefias biomoléculas, éstas pueden ser &cidos nucleicos, enzimas,
antigenos y anticuerpos. Estas biomoléculas tienen tamafios similares a las
nanoparticulas, donde la posible interaccion entre las moléculas y las nanoparticulas es
compatible estructuralmente hablando. Esta compatibilidad significa que la combinacion
entre las nanoparticulas y las biomoléculas proporcionar una amplia seleccion de

bioreceptores que podrian utilizarse para desarrollar diferentes tipos de funcionalizacién
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[68]. La funcionalizacion se puede utilizar no sélo en biosensores, sino también para

aplicaciones biomédicas como de formacion de imagenes, diagnosis y terapia [69].

Existen dos métodos utilizados para biodeteccion, la resonancia de plasmoénica
superficial (SPR) y la espectroscopia por LSPR. La espectroscopia de SPR es una
técnica que detecta el indice de refraccion (RI) del medio cerca de una superficie de
metal noble mediante la medicidon de los parametros de luz (angulo y longitud de onda)
[70]; esto permite una excitacion de los plasmones de superficie. Esta técnica ha
detectado analitos traza incluso a un rango femtomolar [71]. Sin embargo, el costo de

esta técnica es mas alto en comparacion con LSPR.

La espectroscopia por LSPR ofrece una aplicacion de deteccidon facil y permite la
fabricacion de dispositivos de bajo costo en mantenimiento comparado con la técnica de
SPR. En algunos casos, esta técnica demuestra capacidades comparables con otras
técnicas tales como la misma SPR y la espectroscopia Raman. Los sensores LSPR se
componen de nanoparticulas de metales nobles (como Au, Ag y Cu), que pueden ser
funcionalizadas para proveer un intervalo 6ptimo y una amplia gama de aplicaciones para

la deteccion.
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Figure 5 Desplazamiento del LSPR cuando se afiade ADN a las nanoparticulas esféricas de

oro [72].

El método mas comun para la deteccién utilizando la propiedad de los LSPR, es la
medicion del desplazamiento de la longitud de onda (Figura 5), en la que se puede
observar el cambio en el maximo de la absorcion LSPR como una funcién del cambio en
el entorno dieléctrico causado por adsorcién analito [73]. Esta técnica ha sido utilizada
para la deteccion de péptidos [74], ADN [75], bio-marcadores de enfermedades [76] y

proteinas [77].

1.1.3 Bio-funcionalizacion de nanoparticulas

El primer paso para utilizar un biosensor es la formacion de conjugados
nanoestructura-biomolécula. Esto significa que se tiene que proceder a un bio-

funcionalizacion. Este proceso se puede definir como una modificacion de la superficie



de la nanoparticula con productos biolégicos tales como proteinas, ligandos, anticuerpos,

enzimas, etc.

La bio-funcionalizacibn de nanoparticulas es facil; sin embargo, requiere una
optimizacion cuidadosa seguida de caracterizacion. Es necesario estudiar el tamafio,
area superficial, estabilidad coloidal, la densidad y el tipo de grupos reactivos que se
desean para cada procedimiento estandar. Ademas, las biomoléculas a conjugarse en
la superficie de las nanoparticulas necesitan tener algunos requisitos como un tamafo
diferente, composicion quimica y la ubicacion del sitio activo biolégico [78]. Algunos

ejemplos se discutiran adelante.

Hay 3 tipos de biomoléculas ampliamente utilizadas para bio-funcionalizar una
nanoparticula, estas son:
« La funcionalizacion de las nanoparticulas con biomoléculas de bajo peso
molecular
 Funcionalizacién con acidos nucleicos

 Funcionalizacion con anticuerpos

1.1.4 Funcionalizacion con biomoléculas de bajo peso molecular

Los carbohidratos se han utilizado para la bio-funcionalizacion de las
nanoparticulas debido a la amplia gama de opciones presentes en la familia de estas
moléculas. El bajo costo y la facil funcionalizacion de las nanoparticulas son las mayores

ventajas para sus aplicaciones biologicas.
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Uno de los factores mas importantes que se debe tener en cuenta para la
funcionalizacion es la densidad de moléculas en la superficie de las nhanoparticulas, dado

gue esto puede afectar en el reconocimiento molecular del sistema.

Se ha informado de que una baja densidad de estas moléculas puede contribuir a
interacciones biolégicas no especificas de las nanoparticulas. Esto es suficiente para
inhibir la adsorcion de proteinas, debido al impedimento estérico, pero no para prevenir
la interaccion entre moléculas pequefias y otro tipo de proteinas [79]. Esto demuestra la
poca especificidad de los carbohidratos, y no pueden ser utiles para ciertos tipos de

aplicaciones biolégicas como el biosensado.

1.1.5 Funcionalizacién con acidos nucleicos

La funcionalizacion con &cidos nucleicos se ha utilizado para aplicaciones como
sensores [80], liberacion de farmacos [81] y sistemas de imagen [82]. EI ADN ha sido
mayormente utilizado para la funcionalizacion de las nanoparticulas debido a las
propiedades de auto-ensamblaje y el reconocimiento de bases complementarias.

El proceso de vinculacion de ADN puede ser covalente 0 no covalente; sin embargo, un
método desarrollado y estudiado es necesario para funcionalizacion, considerando el

tipo de nanomaterial y aplicacién que se desean utilizar.
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1.1.6 Funcionalizacion con anticuerpos

La funcionalizacién de nanoparticulas usando anticuerpos (Ab) ha sido un proceso
para el desarrollo de sistemas de ensayo que se pueden utilizar en los biosensores y los
estudios de anticuerpos dirigidos a los sistemas celulares.

Hay 5 tipos de anticuerpos, los IgG, IgM, IgA, IgD e IgE (Tabla 1), que se clasifican segun

el tipo de region de la cadena pesada y de la funcion a realizar diferentes partes del

cuerpo.

Tabla 1 Clasificacion de los anticuerpos

lgG

IgG es el anticuerpo principal en sangre y
es ampliamente distribuido a la sangre y

los tejidos; protege el cuerpo.

IgM

IgM se compone de 5 anticuerpos, tiene
un papel clave en el sistema inmune

inicial. Se distribuye a la sangre.

IgA

IgA se compone de 2 anticuerpos. Se
distribuye al suero, secreciones nasales,
saliva, la leche materna y al liquido

intestinal.

lgD

IgD esta presente en la superficie de las

células B y desempefia un papel en la

12




induccion de la  produccién de

anticuerpos.

IgE | Se cree que el IgE esta relacionado con
reacciones de inmunidad a los parasitos,
y se ha catalogado recientemente como gl
un factor clave de las alergias tales como

polinosis.

Entre estas clases de anticuerpos, la inmunoglobulina G (IgG) es ampliamente utilizada
para la biofuncionalizacién. La unidad de IgG consta de dos cadenas idénticas y dos
cadenas pesadas idénticas que estan unidas entre si por un enlace no covalente, y
enlaces disulfuro. Las ultimas cuatro cadenas de proteinas interactian en una geometria
en forma de Y y tiene dos sitios de unién idéntico al antigeno en el extremo de las
cadenas de la estructura de .

Las posiciones de los sitios de unién al antigeno indican la orientacion del Ab sobre la
superficie de las nanoparticulas. Esta orientacion afecta a la unién del antigeno debido
a las cuatro posibles orientaciones en la conjugacién en la superficie de una

nanoparticula dado que algunas no permitirian dicha union (Figura 6) [78].
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Figura 6 Esquema que muestra la interaccién entre un anticuerpo y una superficie especifica.

Un anticuerpo que interactian en una interaccion “De fin” (End-on) es la manera eficaz
para unirse con un antigeno. Recientemente, las mejoras en los protocolos permiten ésta
interaccion con la superficie de la nanoparticula para maximizar la interaccién. Sin
embargo, un protocolo no es util para todos los experimentos con nanoparticulas, esto
se debe principalmente a los factores fisicos como el pH, dado juegan un papel
importante en este tipo funcionalizacién debido al hecho de que si el pH disminuye existe
una mejor eficiencia en la funcionalizacién del Ab con una interaccion “End-on”, pero la
acidez afecta a casi todos los nano-sistemas basados en nanoparticulas metalicas y

podrian destruir dichas nanoparticulas.

1.1.7 Métodos de acoplamiento

La funcionalizacion con biomoléculas se puede realizar de dos formas:
a) Absorcion pasiva
b) El acoplamiento covalente a través de un agente de entrecruzamiento

14



La absorcion pasiva de las biomoléculas a las nanoparticulas no es un procedimiento
predilecto para la conjugacion de nanoparticulas, ya que no proporciona una fijacion
permanente y las moléculas pueden tener un proceso de desorcion de la superficie a
medida que avanza el tiempo. Por otro lado, el acoplamiento covalente inmoviliza
moléculas a nanoparticulas permanentemente (por ejemplo, por medio de grupos
carboxilo o amina). Por lo tanto, proporciona una mayor estabilidad del recubrimiento en
comparacion con el método de absorcidn pasiva, ademas de ser mas especifico y
controlable.

Este método utiliza enlazadores quimicos que pueden reaccionar con algunos grupos en
las moléculas. El proceso de acoplamiento covalente es también una manera util para
mantener la estructura de la proteina intacta y minimiza las propiedades adversas
después de la conjugacion.

Existen muchos enlazadores quimicos disponibles para diferentes tipos de acoplamiento
covalente, sin embargo, la quimica del 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbamida/N-
hidroxisuccinamida (EDC/NHS) es uno de los procedimientos mas utilizados para llevar

a cabo el proceso de funcionalizacion.

Carboxylic Primary Amine 0 Stable Conjugate

Acid (amide bond)

: Cl

KL / 0 Hydrolysis
et i
~

o |
+NH

o-Acylisourea
Intermediate Hq

Nsg {unstable)

0
C . Amine-reactive
S l\ N Sulfo-NHS Ester Prlmary
CrasshY HO” (dry-stable) Amine
0
Sulfo-NHS

Figura 7 Esquema que muestra la quimica de acomplamiento del EDC-NHS [83].
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En este procedimiento el EDC reacciona con los grupos de acido carboxilico,
produciendo una especie intermedia llamada o-acilisourea, posteriormente una amina
primaria se une a un grupo amida, para formar un compuesto estable en soluciones
acuosas. Sin embargo, en algunos casos, la N-hidroxisuccinimida (NHS) o su compuesto
soluble en agua (sulfo-NHS) se incluye en los métodos de acoplamiento EDC para
mejorar la eficiencia o para la fabricacion de un producto intermedio estable. La
formacion del compuesto entre el EDC y el NHS a grupos carboxilo, producen un éster

de NHS que es mas estable que el compuesto o-acilisourea (Figura 7).

1.1.8 Deteccién del RSV

El virus respiratorio sincitial (RSV) es un paramixovirus que conduce a sintomas
leves, parecidos al resfriado en adultos y nifios. Puede ser mas grave en los bebés
pequefios o adultos mayores. En el mundo, la infeccion por RSV se estima en 64 millones
de casos y 160.000 muertes al afio [84]; En EE.UU., los bebés muestran una tasa de
mortalidad por RSV inclusive mayor que la de la gripe comun [85]. Sin embargo, en
México no hay informacion sobre los casos o los costos involucrados en el tratamiento
de RSV [86], y su impacto en las instituciones de salud y la sociedad es desconocida.
Este problema comun en los paises en desarrollo se asocia con el costo, efectividad,

facilidad y rapidez de algunas técnicas para la deteccion VSR.

La deteccion del VSR incluye algunas de las técnicas que se han desarrollado para el
diagndstico de virus; Entre las técnicas mas comunes son ELISA, PCR y PCR en tiempo

real.
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La técnica de ensayo inmuno absorbente ligado a enzimas (ELISA) es la técnica utilizada
para la deteccion colorimétrica de las interacciones proteina-anticuerpo. Sus pequefios
limites de deteccion en diversas mediciones, han hecho que sea una técnica util en el
diagnastico clinico de rutina para diversos patdgenos. La deteccion de RSV utilizando

ELISA se basa en la interaccion con la proteina F del virus (antigeno) [87].

La técnica por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica rapida y
sensible para la deteccion de patdgenos [88]. Este método se basa en la transcripcion
inversa de PCR; se trata de un procedimiento de dos dias de duracién con una
sensibilidad del 73%. Sin embargo, este método es mas rapido en comparaciéon con el
meétodo de cultivo, que generalmente toma de 3-5 dias para realizarse [88].

Uno de los métodos mas sensibles para la deteccion y el diagndstico de patdgenos es la
PCR en tiempo real (RT-PCR). Varios estudios se han llevado a cabo para el desarrollo
de ensayos de PCR en tiempo real para la deteccion de RSV. Estos estudios
desarrollados utilizando RT-PCR han sido rapidos, sensibles y especificos. EI método
del TagMan basado en la técnica RT-PCR para la deteccion de las cepas de R [89], es

sensible incluso a 0.023 UFP y se tarda 6 horas para hacer una deteccién exitosa.

Como se explicdé anteriormente, la ejecucion y el costo de estos desarrollos clinicos
requieren un extenso estudio y tiempo. La nanobiotecnologia se ha convertido en una
ciencia potencial para encontrar los métodos nuevos, faciles y mas rapidos para el
diagnostico y la deteccion de patogenos, incluyendo el RSV. Los estudios mas

desarrollados en esta area son el ensayo directo de anticuerpos fluorescentes (DFA), la
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microscopia de inmunofluorescencia utilizando puntos cuanticos (QD's) y la

espectroscopia Raman (SERS).

El método directo de anticuerpo fluorescente detecta la presencia de un antigeno
particular. En este método los productos quimicos fluorescentes se unen a la region de
un anticuerpo. Si el antigeno esta presente, el anticuerpo se une para generar una
interaccidon muy especifica y sensible. Sin embargo, las desventajas e inconsistencias
del DFA se pueden atribuir a la decoloracion de los colorantes, la conjugacion de

anticuerpos con colorantes y la excitacion a dos longitudes de onda diferentes [90, 91].

Para resolver las desventajas de la técnica de DFA, se ha desarrollado la microscopia
de inmuno fluorescencia usando puntos cuanticos (QD’s) siendo un candidato
prometedor para el diagndéstico clinico. Esto es porque los de QD’s son foto-estables en
comparacién con las biomoléculas utilizadas en DFA. Esto significa que los QD’s no
pierden fluorescencia en una larga exposicion a la energia. Por otra parte, se puede
utilizar para técnicas de multiplexado, ya que pueden ser excitados en la misma longitud
de onda [92]. EIl virus RSV se ha estudiado mediante este método, en particular la
progresion de la infeccion, y se encontrd que este método era mas sensible que otras

técnicas como la RT-PCR [93].

La espectroscopia de superficie Raman (SERS) es una técnica espectroscopica Raman
gue proporciona una sefial mejorada de moléculas activas que han sido adsorbidos en
superficies metalicas. Debido a las propiedades de rapidez, sensibilidad, especificidad y

no destructividad de este método, se utiliza para ciertos bioanalisis [94, 95]. Una de las
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propiedades importantes sobre el analisis por SERS es que esta técnica puede identificar
entre varios tipos de virus como el Adenovirus, Rinovirus, Rotavirus [96], y el RSV [97].
La buena sensibilidad para la deteccién del RSV por SERS (que puede diferenciar entre

las distintas cepas de RSV) ha llevado a utilizar esta técnica para el andlisis clinico [97].

1.1.9 Proposito del estudio

El presente estudio se centra en la funcionalizacion de nanoparticulas metalicas
de cobre, plata y oro para la deteccion del RSV. Estas nanoparticulas se pueden
sintetizar utilizando alginato y L-cisteina como agentes reductores y estabilizadores bajo
irradiacion con microondas, siendo un método verde de sintesis. Los anticuerpos
policlonales se utilizaran como moléculas de funcionalizacion mediante el protocolo EDC.
Las nanoparticulas metalicas interactuaran con el virus RSV, y variando la concentracién
del virus se encontrara una respuesta entre la cantidad de RSV y el desplazamiento del
LSPR para cada nanoparticula. La interaccion se midié utilizando espectroscopia UV-vis
donde observaremos un cambio en la longitud de onda maxima caracteristica del LSPR
para las nanoparticulas de cobre, plata y oro. La Figura 8 resume el principio de este

trabajo.
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Sintesis de nanoparticulas y funcionalizacién
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Figura 8 Esquema para todas las interacciones previstas y sus respectivos analisis UV-vis, el

microorganismo externo para los experimentos de especificidad se representa como MO. E.
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

Las nanoparticulas metalicas han desempefiado un papel central en la revolucion
tecnoldgica que esta empujando mas alla de las tradicionales caracterizaciones 6pticas
y plenamente mas alla del estudio del tamafio nanométrico [1, 2]. Las propiedades
Opticas de los metales nobles como el oro y la plata se rigen principalmente por las
oscilaciones coherentes de la banda de electrones de conduccion sobre la superficie
metalica excitada, este fendbmeno es conocido como LSPR [3, 4].

Los metales nobles como el oro, la plata y el cobre han sido estudiados debido a esta
propiedad [98]. Una de las aplicaciones mas utilizadas de los LSPR se basa en los
cambios del LSPR causados por el cambio dieléctrico del sistema entre las
nanoparticulas y otro producto. Este evento puede detectarse utilizando los cambios de
longitud de onda caracteristico de los LSPR de las nanopatrticulas [99].

El estudio del ambiente dieléctrico de la respuesta del LSPR puede ser utilizando la
técnica de UV-vis [32, 100], sin embargo, es necesario sintetizar nanoparticulas con un
tamafno y morfologia homogénea para tener una respuesta idonea del LSPR [32].
Actualmente, muchos métodos se han reportado para la sintesis de nanoparticulas
metéalicas mediante el uso de rutas quimicas, fisicas, fotoquimicas y rutas bioldgicas.

Cada método tiene sus ventajas y desventajas teniendo problemas comunes como los
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costes, escalabilidad, tamafios de particulas y distribucion de tamanos. Entre los
meétodos existentes, los métodos quimicos con base en la reduccion de especies idnicas
se han utilizado sobre todo para la produccidén de nanoparticulas metélicas. Este analisis
de literatura se limita a la sintesis de nanopatrticulas de Au, Ag, Cu y su aplicacién para

la deteccion de RSV.

2.1 Sintesis de nanoparticulas metalicas

Como se mencion6 anteriormente, la sintesis quimica, especificamente el método
basado en reduccion, se ha utilizado y desarrollado para la sintesis de nanoparticulas de
metales nobles tales como Au, Ag y Cu. El uso de este método para la sintesis de
nanoparticulas de oro ha sido desarrollado utilizando citrato de sodio como un agente
reductor (y su posterior uso como agente estabilizador) y ha sido objeto de estudio
durante varios afos [101, 102]. Siguiendo este procedimiento, la solucion se calienta a
100 °C y se mezcla con el agente reductor. Este método proporciona una manera facil y
barata para sintetizar nanoparticulas de oro. De la misma manera, las nanoparticulas de
plata se han sintetizado usando citrato de sodio como agente reductor; el uso del mismo
agente es debido al potencial de reduccién similar al oro que permite el uso de agentes

similares.

Sin embargo, el uso de citrato de sodio como agente estabilizante no proporciona una
estabilizacion adecuada para preservar las nanoparticulas, en comparacion con otros
productos quimicos tales como los basados en tiol [103], polivinilpirrolidona [104] y el

alcohol polivinilico [105].
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Estos precursores son estables incluso en medios biolégicos [106] por largos periodos
de tiempo comparado con el método basado en el uso de citrato. Sin embargo, el uso de
estos agentes reductores y estabilizantes representan una forma toxica para la sintesis
de nanoparticulas metélicas, para resolver ese problema, el uso de moléculas "verdes"
tales como almidoén [107], quitosano y azucares [108] han ganado el interés de los
investigadores en los ultimos afios debido a su forma simplista y verde para sintetizar
nanoparticulas. El alginato se ha utilizado como un agente reductor y estabilizador para
las nanoparticulas de Au [109, 110] y Ag [111];excepto para las nanoparticulas de Cu,

donde no se han sintetizado utilizando estos precursores.

En el 2014, Zhanfang et al. [112] reportan un método sencillo para la sintesis en una sola
etapa de nanoparticulas de oro cubiertas de cistina en solucién acuosa a temperatura
ambiente; en esta investigacién se utilizé la L-cisteina como agente reductor, la cual
experimento un proceso de dimerizacion (cistina) debido a la unién de los atomos de
azufre y fue la responsable de recubrir a las nanoparticulas de oro, estabilizandolas,
teniendo enlaces débiles entre el par de electrones del grupo amino y la superficie
metalica del oro. Ademas, observaron la influencia del pH sobre la reaccién, a medida
gue se aumenta el pH, el potencial de reduccion de la cisteina aumenta debido a la

disminucién de la actividad del ion hidrégeno.

En esta investigacion se incluye entre sus variables al pH, sin embargo, esta variable
puede ser establecida con un valor fijo. La importancia de esta variable se basa en
aumentar el poder de reduccion de las moléculas organicas. Los grupos funcionales de
estas moléculas, (tioles para el caso de la L-cisteina y carboxilo para otras moléculas

como el alginato) son grupos reductores en condiciones basicas [113], por lo tanto tener
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un pH alto ayuda a aumentar la reduccion de los iones metalicos aunque se debe de

tener en cuenta el pH en el cual existe la formacién de hidroxidos metalicos en el sistema.

Khan et al. en el 2012 [114] reportan la sintesis de nanoparticulas de plata recubiertas
de cisteina. Ellos utilizaron a la L-cisteina como agente reductor y estabilizante. La
caracterizacion por UV-visible demostréo la banda de absorcidon caracteristica del
plasmon superficial de las nanoparticulas de plata, en el andlisis por FTIR se demuestra
la aparicion de bandas caracteristicas de los grupos carboxilo y amino de la molécula,
siendo evidente la desaparicion de la banda del grupo tiol, esto debido a la formacion de
enlaces azufre-metal (R-S-Ag) los cuales proveen una gran estabilidad a las
nanoparticulas siendo demostrada por el nulo cambio en la banda de absorcion del
plasmon superficial observado a 5 dias después de la sintesis. Esto contradice a lo
observado por Zhanfang et al. en los cuales reportan que la estabilizacién de las
nanoparticulas metalicas se deben a uniones electrostaticas de los pares de electrones
del grupo amino y la superficie de la nanoparticula, si bien esto es posible, una
explicacion a este fendmeno es la cantidad de L-cisteina que exista en el sistema, una
cantidad estequiométrica favorecerd la formacién cargas electrostaticas entre la
molécula oxidada de la cisteina (cistina) y la superficie metalica de la nanoparticula, en
cambio una mayor concentracion de cisteina favorecera la consecuente reaccion entre
los grupos tiol de la molécula L-cisteina remanente entre la superficie metalica de la

nanoparticula.

La quimica de sintesis de las nanoparticulas de cobre es diferente que la plata y el oro;
un alto potencial de reduccién de los iones Cu?* (en comparacion con Ag* y los iones
Au®*) y su pobre estabilidad quimica elemental como el estado hace que sea un proceso

dificil de sintetizar estas nanoparticulas. Es necesario el uso de agentes reductores
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fuertes, como el borohidruro de sodio [115] y la hidrazina [116] y también agentes
estabilizantes como la pilivinilpirrolidona [117], &cido ascérbico [118] y alcohol polivinilico
[119]. También la facil oxidacion de estas nanoparticulas aumenta el reto de su sintesis.
Dung et al. [120] en el 2011 reportan la comparacion entre las sintesis de nanoparticulas
de Cu en dos solventes diferentes: agua y etilenglicol. Utilizaron NaBH4 como agente
reductor y a la molécula polivinilpirrolidona como agente estabilizante; Debido a la facil
oxidacion de las nanoparticulas de cobre afiadieron al sistema acido ascorbico como
agente antioxidante. Ellos observaron por la técnica de UV-visible el aumento en
absorbancia del plasmén caracteristico de las nanoparticulas de cobre en solvente agua
estando a un mayor tiempo de reaccion, para el caso donde se utilizé solvente al
etilenglicol el plasmén aumentaba pocas unidades de absorbancia. Al momento de
comparar la estabilidad de las nanoparticulas se encontré que las nanoparticulas en
solvente de etilenglicol eran estables a 22 dias, demostrado por la poca disminucion en
absorbancia del plasmon superficial, en el mientras que en el solvente agua a los pocos
dias de reaccion el plasmon disminuia drasticamente. Debido a que las nanoparticulas
de cobre pueden ser rapidamente oxidadas, el uso del etilenglicol como solvente puede

proveer una mayor proteccion ante la oxidacién de las mismas.

2.2. Método asistido por microondas

Los procesos convencionales de las sintesis de nanoparticulas metélicas son
demasiado lentas para satisfacer la demanda de nuevos métodos que generen los
compuestos de una forma mas rapida. A pesar de que se desarrollan métodos de
guimica que combina otros procesos y de métodos automatizados para lograr la

demanda, la mayoria de estas técnicas generan desechos quimicos. Ahora, los
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cientificos han desarrollado nuevos métodos que pueden satisfacer los requisitos como

meétodos rapidos y benignos con el medio ambiente.

Uno de estos métodos ampliamente utilizado en la sintesis es el uso del proceso de
calentamiento por microondas donde su eficiencia reduce los tiempos de reaccion de
horas (incluso dias) a minutos [121].

Este método ha surgido como un método prometedor para la sintesis de diversas
nanoparticulas; es mas eficiente en términos de la energia utilizada, de la homogeneidad

de la temperatura, y es rapido en comparacion a las fuentes de calor convencionales.

La sintesis asistida de nanoparticulas metalicas por microondas ha sido reportada por
diversos investigadores. Hussain et al. [122] realizaron en el 2010, la sintesis de
nanoparticulas de niquel utilizando a la L-cisteina como agente reductor y estabilizante
utilizando como medio de solvente el etilenglicol. Ellos observaron las interacciones que
tenian las variables con respecto a la obtencion del plasmén caracteristico de las

nanoparticulas de niquel, observado en el analisis de UV-vis.

Las variables a considerar fueron la concentracion de cisteina, el tiempo de
calentamiento en microondas y el pH, en los cuales encontraron los valores de las
variables observandose un maximo de absorcién del plasmoén superficial, los cuales
fueron un pH de 7.4 y una concentracion molar 1:6 (Niquel: Cisteina) a un tiempo de

calentamiento de 1 min.

Estos valores indican un maximo de absorcién del plasmon superficial, sin embargo en
su discusion de resultados no explican directamente el fenbmeno que ocurre en su
sistema, se sabe que un maximo de absorcion del plasmoén superficial se puede deber a

diversos factores presentes en el sistema nanométrico, tales como el tamafio y
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concentracion de las nanoparticulas, por lo tanto, decir que este maximo se debe a una

mayor concentracion de nanoparticulas es incorrecto si no se cuenta con evidencia.

En el 2014 Zhao et al. [123] reportaron la sintesis de nanoparticulas de Ag utilizando
alginato como agente reductor y el método de MW en disolvente agua. Se variaron los
parametros de pH, tiempo de calentamiento en MW, concentracién de la reduccion de
iones del agente reductor y de la plata; utilizando la técnica UV-vis para observar el LSPR
para cada experimento. Ellos encontraron los parametros optimos para sintetizar
nanoparticulas de Ag a los 8 minutos, siendo mas bajo que otros métodos (incluyendo
biosintesis [124]) los cuales toman un periordo mayor de sintesis. [125, 126].

Sin embargo, su método de encontrar el maximo de absorcidn del plasmon caracteristico
de las nanoparticulas de plata es deficiente, debido a que realizan un solo cambio de
variable, la cual van tomando como “6ptima” y la dejan sin cambio al momento de
considerar otra variable. Esto es un grave error, debido a que un disefio de experimentos
se centra en la interaccidn que tienen diversas variables con respecto a una respuesta,
por lo cual si se realiza una experimentacion como la reportada por Zhao et. al. no se

observarian las interacciones entre estas variables y el sistema en cuestion.

Baruwati et al. [127] en el afio 2009 reportaron un método de sintesis de nanoparticulas
utilizando microondas. En su experimentacion utilizaron glutation, un péptido que
contiene 3 unidades de aminoé&cidos los cuales son el acido glutamico, glicina y la
cisteina, siendo esta ultima la molécula responsable de proporcionar el poder reductor al
péptido. La sintesis de las nanoparticulas de plata fue comprobada por la técnica de UV-
visible y DRX al encontrar el plasmon caracteristico de las nanoparticulas, asi como la
reflexion caracteristica del espectro de difraccion. El uso de la técnica de MW redujo

drasticamente el tiempo de sintesis.
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Sin embargo, el uso de MW no sélo esta relacionado con el tiempo de reaccién, sino
también con el disolvente, siendo un factor importante a considerar ya que absorbe la
energia de microondas de manera diferente. Los disolventes tienen una polaridad
diferente en cada molécula, y, en consecuencia, afecta a la energia absorbida del campo
de microondas. Como regla general, un disolvente mas polar tiene un dipolo fuerte para
provocar el movimiento de rotacidén mas rapido con el fin de alinearse con el campo
eléctrico que esta cambiante. Un compuesto que es menos polar no sera tan perturbado
por los cambios del campo y, por lo tanto, no absorberia mucha energia de microondas.
La mayoria de los disolventes organicos se pueden dividir en tres categorias diferentes

para su uso como disolventes en el método MW: baja, media o alta absorcion (Figura

7)[128].
Nivel de Absorbancia Solventes
Alta DMSO, EtOH, MeOH, propanol, nitrobenzeno, acido férmico y etilenglicol.
Media Agua, DMF, NMP, butanol, acetonitrilo, HMPA, metiletilcetona, acetona y
nitrometano.

Cloroformo, diclorometano, tetracloruro de carbono, 1,4-Dioxano, THF,

Baja . . )
J glima, etil acetato, benzeno, clorobenzeno, xileno y hexano.

Figura 9 Solventes ordenados por su nivel de absorbancia de la energia de MW.

2.3 Funcionalizacién de nanoparticulas

Con el fin de explotar los usos de las nanoparticulas para bio-aplicaciones, su
superficie debe ser funcionalizada para proporcionar estabilidad, biocompatibilidad y la
funcionalidad para diversas aplicaciones. Para modificar adecuadamente la superficie de
las nanoparticulas para producir la funcionalidad y la estabilidad deseada en las
nanoparticulas, la encapsulacion de la superficie, la sintesis in situ o los enfoques de

autoensamblaje son los que han sido utilizados. Sin embargo, el desarrollo de la
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funcionalizacion de la superficie de las nanoparticulas, las aplicaciones y el disefio de

nuevos metodos estan siendo investigados.

La superficie funcionalizada de las nanoparticulas que se conjugan con biomoléculas,
tales como péptidos, proteinas o acidos nucleicos se utilizan en aplicaciones biologicas.
Uno de los métodos mas utilizados para la unién de biomoléculas con aminas primarias,
acidos carboxilicos y tioles en nanoparticulas se basa en la formacion de un enlace
covalente, que es adecuado para las nanoparticulas como la plata [129] oro [130]

guantum dots (QD’s) [131] entre otras nanoparticulas inorganicas [131].

La unién covalente se puede realizar mediante la introduccion de grupos carboxilo en la
superficie de las nanoparticulas, entonces el acoplamiento con biomoléculas puede
realizarse mediante una modificacion quimica con productos que contienen grupos
amino tales como péptidos, anticuerpos y acidos nucleicos. El uso de anticuerpos para
la funcionalizacion de las nanoparticulas proporciona las propiedades de las
nanoparticulas como una entidad quimica individual con el reconocimiento especifico y

selectivo de los anticuerpos a los antigenos.

Las nanoparticulas de oro y plata [132] han sido funcionalizadas con anticuerpos para
deteccion [133] e imagen celular [134]. Uno de los métodos mas utilizados para la
funcionalizacién de los anticuerpos a las nanoparticulas es el acoplamiento del grupo
amino a través de la quimica EDC/NHS [135], donde es necesario para la
funcionalizacién que exista un grupo carboxilo en el sistema y éste se puede encontrar

en el agente estabilizante de la nanoparticula. A continuacion, el grupo amino presente
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en el anticuerpo reaccionara con el grupo carboxilo de la nanoparticula que resulta en la

formacion de un enlace amida que conecta el anticuerpo con la hanoparticula.

Existen dos aplicaciones principales de los conjugados nanoparticulas-anticuerpos: la
terapia y el diagndstico. En la terapia, la administracion de farmacos y la reparacion de
tejidos son las principales aplicaciones de estos conjugados. En el diagnéstico, las
aplicaciones se pueden dividir en in vivo y en la experimentacion in vitro, y esas
aplicaciones son las imagenes de resonancia magnética (MRI), la deteccién, clasificacion
de células, bioseparacion, inmovilizacion de enzimas, inmunoensayos, transfixion (la
entrega de genes), y la purificacién, por nombrar algunos [136].

Las aplicaciones en deteccion han ganado el interés de la investigacion en los ultimos
afios debido a la importancia de las ciencias biomédicas y medioambientales para
encontrar métodos altamente sensibles y rentables para la deteccion de analitos

biolégicos.

La introduccion de las nanoparticulas en el campo del diagndstico molecular ha
representado una ventaja en muchos casos para las técnicas de deteccion bien
establecidas basados en fluoréforos, tales como PCR y ELISA. Las nanoparticulas
ofrecen sus propiedades fisicas al biosensor. En algunos casos, las nanoparticulas se
utilizan simplemente como portadores de anticuerpos para el reconocimiento por

asociaciéon en biosensores [137].
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2.4 Nanoparticulas como sensores

Los sensores tienen dos componentes funcionales: el elemento de
reconocimiento para proporcionar la unién con el analito y un componente transductor
para la sefalizacion de la interaccién selectiva/especifica. Las nanoparticulas de
superficie funcionalizada también se consideran sensores, donde las hanoparticulas con
sus propiedades caracteristicas y sus ligandos en la superficie funcionalizada acttan

como componentes de transductor y de reconocimiento, respectivamente [138].

En un sistema de biosensor, la recoleccion de la sefial saliente de la deteccion podria
hacerse utilizando diferentes métodos, incluyendo los &pticos, magnéticos,
electroquimicos, piezoeléctricos, mecanicos y de espectrometria de masas. En los
estudios plasmonicos, los métodos dpticos tales como UV-vis [139, 140] y SERS [141]
se han utilizado para la deteccion de analitos biolégicos. La importancia de estos
meétodos es tener una deteccidn sensible y precisa de analitos en muestras de fluidos

humanos para la deteccion temprana y el tratamiento y gestion de enfermedades.

Recientemente, las nanoparticulas plasmoénicas se han utilizado para la deteccion de
diversas especies biologicas tales como proteinas, acidos nucleicos y entidades
biolégicas como los virus y bacterias. Por ejemplo, Barlen et al. [142] en el 2007,
informaron sobre una deteccion especifica de serotipos de Salmonella por SPR
utilizando nanoprismas de oro. Los nanoprismas de oro fueron depositados en vidrio de
silice para acoplarse con el anticuerpo policlonal anti-Salmonella, que se utiliza para

capturar serotipos de bacterias de Salmonella. Luego fue seguido por la deteccion de
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Salmonella typhimurium y Salmonella enteritidis. El método ofrece los limites mas bajos
de deteccion para las bacterias, el limite de deteccion fue de 2.50 x 10° células mLty
2.50 x 108 células mL?, respectivamente. Esto demuestra las propiedades (tiles,
sensibles y selectivas que las nanoparticulas plasmoénicas pueden tener.

En 2013, Lee et al. [143] desarrollaron un sensor plasmonico sensible para la deteccion
del virus VIH-1. Ellos funcionalizaron la superficie de la nanoestructura de oro con
anticuerpos de VIH-1 para medir las concentraciones de VIH-1 de una manera
cuantitativa. El limite de deteccion de este biosensor es de 200 fg/mL, y las ventajas para

el uso de este biosensor son la preparacion rapida, alta sensibilidad y selectividad.

2.5 Deteccion de RSV

La deteccion de entidades biolégicas de enfermedades respiratorias tales como
virus de la influenza [144, 145], se han llevado a cabo mediante la deteccion basadas en
el uso de nanoparticulas, para la deteccibn de RSV hay informes utilizando
nanoparticulas de plata [97] basadas en el método SERS y de QD’s (CdTe) [91, 93]
utilizando UV-vis; sin embargo, el uso de SERS y de los QD’s hacen una manera costosa

para la deteccion, y utiliza productos quimicos toxicos como el cadmio.

Existen muchos métodos reportados para la deteccion RSV tales como la fluorescencia,
los inmunoensayos y los métodos moleculares biofisicos. En la deteccion basada en la
fluorescencia el método mas utilizado y comercializado para la deteccion de RSV es el
anticuerpo de fluorescencia directa (DFA) y se basa en la deteccion microscopica de
RSV usando un anticuerpo que estad conjugado con un fluoréforo. Aunque es un

procedimiento sencillo; éste método es susceptible a errores humanos debido a que el
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criterio para observar si una célula esta o no en el sistema (si presenta fluorescencia)

depende de la observacion humana.

En las detecciones utilizando inmunoensayos, ELISA es el método mas ampliamente
utilizado para la deteccion RSV, ademas de que presenta ensayos de diagndstico
comerciales y hospitalarios. Este método se basa en la deteccion de union y colorimetria
especifica de una interaccion antigeno-anticuerpo, con una alta especificidad y

sensibilidad.

La técnica de PCR por tiempo real se utiliza para amplificar, detectar o cuantificar
simultaneamente una molécula de ADN. Es el método méas estudiado y desarrollado en
las detecciones moleculares, es altamente sensible y tiene bajos limites de deteccion,
siendo un procedimiento de prueba en los hospitales, su desventaja es que es un método

caro [146].

En los métodos biofisicos, existen sélo procedimientos de investigacion para la deteccion
de RSV, destacando los siguientes métodos: PCR acoplada a espectrometria de masas
de ionizacién por electrospray (PCR-ESI-MS) y SERS. El procedimiento utilizando PCR-
ESI-MS es un método altamente sensible y especifico, incluso a nivel de cepa, no sélo
para el RSV, sino también para los patbgenos en multiples detecciones [147, 148]; sin
embargo, también es un procedimiento costoso. Por otro lado, SERS es una deteccion
rapida y no destructiva de analitos con una alta sensibilidad [149, 150] pero los costos
(para el uso y la compra de los equipos) y los tratamientos de la muestra representan las

desventajas mas importantes para esta técnica.
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2.6 Eficacia de la deteccidn

La deteccidn de cualquier analito biolodgico esté influenciada por muchos factores
experimentales tales como:

a) El tratamiento fisico de la muestra

b) Tratamiento quimico de la muestra

c) Condiciones de medicion
Ademas de verificar si un método es viable para usarse en deteccion, la especificidad es
critica en muestras biologicas, debido a las complejas mezclas de muchas sustancias
guimicas en el sistema. Esto hace que sea necesario poner a prueba el rendimiento de
cualquier método de deteccion cuantitativa en algunas condiciones quimicas o
biolégicas. Un método de deteccion es deseable si es altamente especifico para el

analito en cuestion.

En resumen, las nanoparticulas metélicas se han utilizado ampliamente debido a
sus propiedades Opticas como los LSPR. Para explotar esta propiedad, estas
nanoparticulas estan constantemente en investigacion para su uso en diversas
aplicaciones incluyendo la deteccion. Se ha utilizado el método de reduccién quimica
para la sintesis de estas nanoparticulas, especificamente para la sintesis de
nanoparticulas de cobre, plata y oro utilizando productos quimicos téxicos para su
reduccion y/o estabilizacion. De esta manera las biomoléculas estan surgiendo como
sustitutos de las moléculas convencionales. También, las sintesis tradicionales utilizadas
en este método no proporcionan una manera facil, barata y rapida para sintetizar

nanoparticulas. Para la solucion de este problema; el método basado en microondas se
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ha utilizado para reducir el tiempo y la energia para la sintesis de este tipo de

nanoparticulas.

Para lograr la aplicacion de deteccidn en sistemas biolégicos, las nanoparticulas deben
tener un proceso de funcionalizacion, para tener una biocompatibilidad y selectividad
hacia los analitos bioldgicos. La funcionalizacion de anticuerpos se ha usado para la
aplicacién de las nanoparticulas en terapia y el diagnostico. El método de deteccion, una
parte importante del diagnostico, aplica estas nanoparticulas para detectar bacterias y
virus, tales como el RSV. La deteccion de este virus incluyendo los procedimientos de
fluorescencia; inmunoensayos, métodos moleculares y biofisicos son técnicas con
ventajas como los bajos limites de deteccion y su alta sensibilidad, sin embargo, son
costosas. Los métodos biofisicos no han sido explotados a diferencia de otros métodos.
Por ello es importante desarrollar un método biofisico que permite la preparacion facil,

barata y rapida para la deteccion de RSV.

2.8 Hipotesis

Se sintetizan nanoparticulas metélicas de Au, Ag y Cu en etilenglicol utilizando como
agentes reductores y estabilizadores a la L-cisteina y el alginato de sodio mediante
radiacion de microondas, teniendo propiedades caracteristicas para su uso como

sensores plasménicos
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2.9 Objetivos

2.9.1 Objetivo general

Sintetizar las nanoparticulas metalicas de Ag, Au y Cu por microondas, en

etilenglicol utilizando al alginato y L-cisteina como agentes reductores y estabilizantes.

2.9.2 Objetivos especificos

Observar la respuesta caracteristica de las nanoparticulas metalicas por medio de la
técnica de UV-visible.

Seleccionar el experimento que obtuvo la mayor absorcidon plasmonica.

Determinar la morfologia, estructura y analisis elemental de las particulas por medio del
analisis microestructural por las microscopias electrénica de barrido, transmision y la
espectroscopia dispersiva de rayos X.

Determinar la distribucion del tamafio de particula mediante un barrido de dispersion de
la luz.

Realizar la funcionalizacion para las nanoparticulas utilizando un anticuerpo policlonal.
Realizar el sensado del microorganismo RSV utilizando como control a las
nanoparticulas no funcionalizadas a diferentes tiempos.

Verificar la especificidad del experimento con los microorganismos de S. entérica,

Adenovirus y P. aeruginosa.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas metalicas

Las sintesis de nanoparticulas se realizaron siguiendo un disefio de experimentos
para la obtencion de los diferentes tipos de nanoparticulas variando dos parametros,
tiempo de reaccion en microondas y la concentracion del metal. En la siguiente tabla se
especifican los valores de las variables consideradas, la concentracion esta definida en

milimolar [mM].

Tabla 2 Especificaciones de las variables consideradas en el disefio de experimentos.

Tiempo de Concentracion inicial
reaccion [min] del metal [mM] Pr
Metal | Alto | Medio | Bajo | Alto | Medio Bajo Maximo
Oro 3 2 1 10 0.2 0.004 12.9
Plata | 3 2 1 10 0.2 0.004 10
Cobre | 3 2 1 10 | 0.2 0.004 8

Para llevar a cabo la reaccién se seguio el disefio de experimentos realizado para los
tres metales de interés utilizando dos reductores (Ver Tabla 2), considerando que se hara

un disefio tipo factorial 32.
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Tabla 3 Experimentos del disefio factorial 32.

. Tiempo de Concentracion del
Experimento -2
reaccion reductor

1 ALTA ALTA

2 ALTA BAJA
3 ALTA MEDIA
4 BAJA ALTA
5 BAJA BAJA

6 BAJA MEDIA
7 MEDIA ALTA
8 MEDIA BAJA
9 MEDIA MEDIA

De manera general se colocd en un recipiente de vidrio de 100 mL, 6.6 mL del agente
reductor 10 mM, 3.3 mL de Na2CO3 0.1 M y se completé a 100 mL, se llevé al pH
adecuado dependiendo del metal (ver tabla 1), posteriormente se separaron en 9 viales
de vidrio y se afiadi6 1 mL de la solucion 10 mM del ion metdlico de interés a las
diferentes concentraciones y se llevé a calentamiento al horno de microondas con el

tiempo especificado en el disefio y se analizaron por UV-vis para escoger el experimento

con la més alta absorcién plasmonica.

Debido a que no se pudieron sintetizar las nanoparticulas de cobre y plata utilizando a la

L-cisteina, los andlisis realizados para la sintesis utilizando esta molécula (exceptuando

el TEM) son exclusivamente para los experimentos de oro.

3.1.1 Andlisis por FESEM

El experimento con la maxima absorbcion plasmaonica fue analizado por la técnica
de FESEM, en el caso de los experimentos con L-cisteina solo se realiz6 para las

nanoparticulas de oro. Para ello, se utilizé6 un substrato de aluminio previamente pulido
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y lavado con agua destilada y acetona por 3 veces. En el substrato se coloc6 una gota
de la solucion de nanoparticulas y se dej6 evaporar a temperatura ambiente. Los analisis

se realizaron en un equipo FESEM en un microscopio JEOL FESEM

3.1.2 Andlisis por TEM

Se realiz6 un andlisis TEM para los experimentos utilizando alginato de sodio, y
se hizo utilizando el equipo Zeiss EM 10C 10CR TEM (Carl Zeiss Meditec, Oberkochen,
Alemania) y fue utilizado para examinar la morfologia y tamafio de las nanoparticulas
metalicas. Las soluciones de nanoparticulas se aislaron en agua usando una centrifuga
a 12,000 rpm, a continuacion, se lavaron con agua destilada 3 veces y se sonicaron
durante 10 segundos, a continuacion, se dispersaron en agua con 0,5 mL para los
experimentos de de cobre y oro y 2 mL para los experimentos de plata. Se colocaron 10
uL de cada experimento y luego se colocaron sobre una rejilla de cobre (revestida de

carbono, 200 mesh) y se sec0 a temperatura ambiente.

3.2 Funcionalizacién de nanoparticulas

Una vez establecido el experimento con la mayor absorcion plasmoénica de cada
nanoparticula metalica, se repiti6 con el objetivo de funcionalizarse con un anticuerpo
policlonal. Para ello, en un vaso de precipitado, se afiadié 9 mL de etilenglicol, 0.6 mL de
agente reductor (alginato de sodio o L-cisteina) 10 mM y 0.3 mL de NaCOs 0.1 M. A
continuacion, la solucién se agitd y el pH se ajusté a 11, 10y 12.5 para los experimentos
de cobre, plata y oro respectivamente (considerando solo el experimento de oro

utilizando la L-cisteina).
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Para los experimentos de cobre y oro, después de haberse ajustado el pH, la solucién
se mezclé con 1 mL de solucion 10 mM de CuSO4+5H20 y HAuUCl4. Para los experimentos
de plata se afiadio 0.0018 g de AgNOsy 1 mL de etilenglicol. A continuacion, el vaso de
precipitado se coloco en el horno de microondas (MW) durante 3 min, 1 miny 1 min para
los experimentos de cobre, plata y oro (correspondientes a los experimentos de oro de
alginato y L-cisteina), y se observo un cambio de color rojizo, gris y parpura para cada
sistema, respectivamente.

En ese punto, se centrifugé a 10000 rpm durante 30 min para los experimentos de cobre
y plata y a 8000 rpm para el oro, se lavé con agua destilada 3 veces utilizando la misma

velocidad y tiempo para cada experimento.

Las soluciones se concentran a 0.5 mL para el cobre y oro y 2 mL para la plata, luego se
colocé bajo sonicacion durante 10 segundos y se tomaron 10 pL y se mezclaron con 50

pL de agua destilada y se analizd por UV-Vis en el equipo Beckman Coulter DU 800.

El proceso de funcionalizacién fue desarrollado utilizando el protocolo EDC. Este proceso
se hizo mediante la adicién de 0.0015 g de EDC en un tubo Eppendorf, luego se afiadio
1.5 mL de agua destilada (1 mg/mL). Luego, esta solucion se esterilizé utilizando un filtro
para esterilizacion.

En otro tubo Eppendorf, se afiadié 200 uL de EDC, 200 pL de nanoparticulas. y luego se
afiadio 2.5, 5y 10 puL de anticuerpo policlonal (4 mg/mL). La solucion se mezclé por
vortex durante 10 segundos y luego se colocé en un equipo agitador de placas a
temperatura ambiente durante 3 h.

Todos los tubos Eppendorf (de todos los experimentos) se centrifugaron a 8000 rpm

durante 30 min. Se elimind el sobrenadante y se almacené, al tubo Eppendorf con el
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pellet se le afadié6 200 uL de agua destilada. Se sometid a sonicacion durante 10
segundos y se analizé por espectrofotometria UV-VIS tomandol10 pL de la solucién de

nanoparticulas, y se completd con 50 pL de agua destilada.

3.2.1 Distribucion del tamafio de particula

La distribucion del tamafio de particula y el potencial zeta de las nanoparticulas
funcionalizadas y no funcionalizadas se midieron usando un equipo Zetasizer (Nano-ZS;
Malvern Instruments Ltd, Malvern, Reino Unido). Las soluciones de nanopatrticulas se
diluyeron en 2 mL agua destilada colocando 50 pL de la muestra con un pH de 6.58+0.23.
Las mediciones para cada muestra se repitieron tres veces. El promedio de las

mediciones y su nivel de confianza al 95% se tomaron como valores finales.

3.2.2 Cuantificacién del anticuerpo conjugado

El protocolo BCA (Bicinchoninic acid assay) se utilizé para conocer la cantidad de
proteina unida a las nanoparticulas elegidas para la deteccion RSV. El protocolo BCA se
utilizé6 de acuerdo con la compafiia Thermo Fisher Company. Se tom6 150 pL del
sobrenadante almacenado (correspondiente al experimento que se escogié para la
funcionalizacion) y se coloco en una microplaca. A continuacion, se afiadieron 150 pL
del reactivo (protocolo BCA) de trabajo a cada pocillo, y se mezclaron durante 30
segundos. La microplaca se cubrié y se incub6 a 37 °C durante 2 horas. Posteriormente,

la absorbancia se midié a 562 nm en un lector de placas.
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3.3 Deteccion del virus RSV.

La deteccion de RSV se realiz6 tomando 10 pL de nanoparticulas funcionalizadas
y no funcionalizadas (experimento de control) y se colocaron en un tubo Eppendorf.
Después, se afadieron en tubos diferentes 2.5 pL (500 PFU), 5 pL (1000 PFU) y 10 puL
(2.000 PFU) de la solucion de RSV y se incubaron a temperatura ambiente en un agitador
de placas a tres diferentes temperaturas, las cuales fueron 30, 60 y 120 min, con tres
repeticiones cada uno. La solucién se analizé usando un espectrofotometro UV-vis

después de completar a 60 pL con agua destilada.

3.3.1 Especificidad

Con el fin de observar la especificidad en diferentes sistemas con una bacteria
fuera del entorno sisteméatico y 2 microorganismo que afectan al ser humano de la misma
manera que el RSV y que pueden estar presentes en muestras de esta enfermedad,
fueron analizados los experimentos con nanoparticulas no funcionalizadas con el
microorganismo externo, nanoparticulas funcionalizadas con el microorganismo externo
y las nanoparticulas funcionalizadas con el microorganismo externo+RSV. Los
microorganismos externos utilizados fueron Salmonella enterica. Typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa y Adenovirus.

En un tubo Eppendorf, se coloc6 10 pL de nanoparticulas (funcionalizadas y/o no
funcionalizadas), luego se afadié 1 pL (100 CFU), 2.5 uL (250 CFU) y 5 uL (500 CFU)
en los experimentos con bacterias y 2.5 pL (2.7 x10* PFU), 5 pL (5.5x10* PFU) y 10 pL
(1.1x10° PFU) para el Adenovirus. En los experimentos donde se afadié el

microorganismo+RSV, se afiadieron 5 pL (1000 PFU) de la solucion de RSV y todos los
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experimentos se incubaron durante 120 minutos para los experimentos de cobre y el oro
(alginato y L-cisteina) y 60 min para los experimentos de plata, después fueron

analizados utilizando el espectrofotometro UV-VIS.

3.4 Andlisis estadisticos

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se analizaron
utilizando el software OriginLab ™ 9 y fueron presentados como el + error estandar de
los promedios. Los resultados se sometieron al ANOVA de dos vias, y la prueba de Tukey
fue aplicado para la deteccibn de RSV y los experimentos de especificidad. Las

diferencias fueron significativas a p <0,05 (*).

3.5 Disposicion de los residuos

Disposicion de residuos de acuerdo al reglamento de la Facultad de Ciencias Quimicas

de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Se dispondra de los experimentos de cobre en el contenedor C y de plata y oro en el F,
correspondientes a residuos con solventes no halogenados y a reciclo de metales

preciosos respectivamente.

Los experimentos que contienen el RSV se dispondran en los recipientes designados

para el manejo de residuos bioldgico-infecciosos.

CAPITULO 4
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RESULTADOS

4.1 Sintesis, caracterizacion, funcionalizacion de las nanoparticulas y deteccion

del virus RSV utilizando a la L-cisteina.

4.1.1 Sintesis de las nanoparticulas metalicas.

Los analisis UV-vis de los experimentos para los 3 sistemas utilizando a la L-
cisteina como agente reductor y estabilizante, se muestran en la Figura 10. Los sistemas
de cobre y plata muestran una absorcion a 360 nm para todas las concentraciones y
tiempos en MW, en el caso del sistema de oro, el rango del espectro en la longitud de
onda fue disminuido con el fin de enfocar mas la absorcidn plasmodnica superficial. Para
el sistema de plata, para los 3 experimentos con la concentracién alta (10 mM), se

observa una larga absorcion entre los 600 y 1000 nm.

El sistema de oro, para las muestras con la concentracion a 10 mM y los 3 tiempos de
reaccion en MW, muestra la absorcioén caracteristica a 540 nm relacionada al LSPR de

las nanoparticulas esféricas de oro.
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Figura 10 Andlisis UV-vis para la sintesis de nanoparticulas de cobre (A, B, C), plata (D, E, F) y oro (G, H, I) utilizando L-cisteina con un
tiempo de reaccién en MW de 3 min (A, D, G) 2 min (B, E, H) y 1 min (C, F, 1.
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3.1.1.1 Analisis por FESEM y EDS
Los analisis posteriores solo se realizaron a las nanoparticulas de oro, las cuales fueron

las Gnicas sintetizadas utilizando a la L-cisteina como agente reductor y estabilizante.

Las micrografias FESEM para las nanoparticulas de oro sintetizadas son mostradas en
la Figura 11. En ellas se puede observar la presencia de nanoparticulas menores a 100
nm correspondientes a una morfologia esférica. La magnificacion en ambas micrografias

nos permite enfocar el analisis solo a este tipo de nanoparticulas aisladas.

100nm 100nm

Figura 11 Micrografias FESEM para las nanoparticulas metalicas de A) oro utilizando L-cisteina

y B) magnificacion de la micrografia.

De la misma manera se realizd el analisis por EDS a estas nanoparticulas mostrando en
la micrografia (Figura 12 A) aglomerados de nanoparticulas de oro. A este aglomerado
se le realiz6 el analisis EDS de mapeo elemental encontrandose que los aglomerados

son compuestos por el oro.
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Figura 12 Andlisis EDS de mapeo elemental para las nhanoparticulas de oro (A 'y B) oro

utilizando L-cisteina.

4.1.2 Funcionalizacién de las nanoparticulas de oro.

Las nanoparticulas de oro, sintetizadas con una concentraciéon de 10 mM del
precursor metalico y con un tiempo de 1 min fue elegida para realizarse su
funcionalizacion. En el espectro UV-vis (Figura 13) muestra los analisis realizados por
esta técnica a los experimentos de funcionalizacién. Se puede observar que a medida
gue aumenta la concentracion del anticuerpo policlonal afiadido al sistema (con una
concentracion de 4 mg/mL) el LSPR tiene un aumento en el desplazamiento hacia el
rojo. Ademas, la anchura del pico del plasmén aumenta de la misma manera a como

aumenta la concentracion.
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Figura 13 Espectro UV-vis para los experimentos de funcionalizacion para las nanoparticulas

de oro utilizando un anticuerpo policlonal.

3.1.2.1 Distribucién del tamafio de particulas y potencial zeta.
La distribucion del tamafio de particula fue analizada para las nanoparticulas
funcionalizadas y no funcionalizadas de oro. En la Figura 14 se muestra el analisis DLS

para estos experimentos.

El promedio de la distribucién del tamafio de particula para las nanoparticulas no
funcionalizadas (Figura 14 A) se encuentra a 195+13 nm, al funcionalizarlas (Figura 14

B), éste tamafio aproximadamente se duplica a 4034 nm.
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Figura 14 A) Distribucién del tamafio de particula para las nanoparticulas de oro antes y B)

después de la funcionalizacion.

De la misma manera se realizo el analisis de potencial zeta a ambas muestras (Figura
15), las nanoparticulas no funcionalizadas muestran un potencial de -33 mV y al

funcionalizarse este potencial aumenta a -18 mV

Potencial Zeta (mV)
8

-40

| - Np’s No funcionalizadas - Np’s funcionalizadas

Figura 15 Potencial zeta para las nanoparticulas funcionalizadas y no funcionalizadas de oro.
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4.1.3 Deteccion del virus RSV.

Las siguientes figuras representan los experimentos de deteccion de RSV. La
Figura 16 muestra el analisis UV-vis (y sus repeticiones) a 30 min (Figura 16 A), 60 min
(Figura 16 B) y 120 min (Figura 16 C) utilizando las nanoparticulas de oro funcionalizadas
para la detecciéon de RSV a 500, 1000 y 2000 PFU, respectivamente. La Figura 17
muestran los experimentos de nanoparticulas no funcionalizadas (y sus réplicas)
mencionados anteriormente, con las mismas concentraciones de RSV. Las repeticiones

de estos experimentos se mostraran en el apéndice A.
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Figura 16 Analisis UV-vis para los experimentos de deteccion de RSV a diferentes
concentraciones utilizando nanoparticulas funcionalizadas de oro a 30 min (A) 60 min (B) y 120

min (C).
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Las nanoparticulas funcionalizadas interactuando con el RSV a 30 min un
desplazamiento hacia el rojo de aproximadamente 22 nm. Este aumenta ligeramente
conforme se aumenta la cantidad de virus presente en la muestra. El patron se encuentra
en los tiempos de 60 y 120 min, aunque los desplazamientos del LSPR son aun mayores
(aproximadamente de 40 y 60 nm, respectivamente). Los experimentos de las
nanoparticulas no funcionalizadas estando en contacto con el RSV a 30 min muestran
un corrimiento aun mayor (aproximadamente de 40 nm), sin embargo, no se puede
encontrar una relacion directa entre el desplazamiento y la cantidad de RSV presente en
el sistema. Estos desplazamientos del LSPR también aumenta al incrementar el tiempo,

pero al igual que 30 min no se puede encontrar un patrén como en el tiempo anterior.
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Figura 17 Analisis UV-vis para los experimentos de deteccion de RSV a diferentes
concentraciones utilizando nanoparticulas no funcionalizadas de oro a 30 min (A, By C) 60 min

(D,EyF)y120min (G,Hel)
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4.2 Sintesis, caracterizacion, funcionalizacion de las nanoparticulas y deteccion

del virus RSV utilizando al alginato de sodio.

4.2.1 Sintesis de las nanoparticulas metalicas.

Los analisis UV-vis de los experimentos para los sistemas de cobre, plata y oro
utilizando al alginato de sodio como agente reductor y estabilizante, se muestran en la
Figura 17. Los experimentos de cobre muestran que a 1 y 3 min de reaccion en MW a
las tres diferentes concentraciones de cobre (I) no muestran ninguna absorcidon
caracteristica del LSPR de nanoparticulas de cobre. En cambio, a los 2 minutos de
reaccion para la muestra con las concentraciones media y alta, se encuentra una
absorcion caracteristica de las nanoparticulas de cobre, esta absorcion se encuentra a

595 nm del espectro electromagnético.

Para los experimentos de plata a los 3 tiempos diferentes de reaccion y con
concentracion de 10 mM, muestran la absorcion caracteristica del plasmon superficial de
las nanoparticulas de plata, esta absorcion se encuentra a los 399 nm. También la
muestra expuesta a 2 min en MW con la concentracion mas baja, muestra la misma

absorcion plasmonica.

En el caso de los experimentos de oro, la Unica muestra que presenta una absorcion
caracteristica de un LSPR es aquella con en la cual se utiliza una concentracion de 10
mM y un tiempo de 1 min en MW. Aunque esta muestra a los otros dos tiempos
demuestra una absorcion en el rango similar al plasmon superficial, ésta es muy pequeiia

para ser considerada.
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Figura 18 Analisis UV-vis para la sintesis de nanoparticulas de cobre (A, B, C), plata (D, E, F) y oro (G, H, I) utilizando alginato de sodio con
un tiempo de reaccion en MW de 3 min (A, D, G) 2 min (B, E, H) y 1 min (C, F, I).
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3.2.1.1 Analisis por FESEM y EDS

Las muestras de cobre con un tiempo de reaccion de 2 min, la de plata y oro a 1 min de
tiempo en MW, todas con una concentracion de 10 mM de cada i6bn metalico, fueron
escogidas para realizarse los siguientes experimentos de caracterizacion,

funcionalizacion y deteccion.

El analisis por FESEM para estas muestras se presenta en la Figura 19. Para la muestra
de cobre (Figura 19 A) se pueden observar particulas que estan por debajo de los 100

nm, sin embargo, existen aglomerados en el sistema que superan este tamafio.

Para la plata (Figura 19 B), se pueden apreciar que las nanoparticulas estdn demasiado
aglomeradas y forman cumulos muy grandes del tamafio micrométrico. Para el oro
(Figura 19 C), esta caracteristica de aglomerados se presenta por igual, aunque, estos
aglomerados estan compuestos por nanoparticulas que tienen un tamafio mucho menor

a los 100 nm, formando estructuras tipo cadena.
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Figura 19 Micrografias FESEM para las nanoparticulas no funcionalizadas de A) cobre, B) plata

y C) oro utilizando alginato de sodio.

El andlisis EDS fue realizado de la misma para las muestras por FESEM. Para la muestra
de cobre (Figura 20 Ay B) se observa en la micrografia los mismos aglomerados que en
FESEM, ademas, éstos se componen del elemento cobre. Para la plata (Figura 20 C y
D) y oro (Figura 20 E y F) muestran, al igual que el cobre, que estos sistemas se

componen del elemento de interés.
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Figura 20 Analisis EDS de mapeo elemental para las nanoparticulas no funcionalizadas de

cobre (Ay B), plata (Cy D) de oro (Ey F).

3.2.1.2 Analisis por TEM

Las micrografias TEM de las nanoparticulas no funcionalizadas de cobre, plata y oro se
muestran en la Figura 21 con un aumento de 125.000 X, las nanoparticulas de cobre
(Figura 21 A), muestra una variedad de tamafios que van aproximadamente de los 50 a
los 200 nm con una morfologia esférica no uniforme. También es evidente la
aglomeracién de nanoparticulas para formar grandes camulos.

56



Las nanoparticulas de plata y oro muestran tamafios menores a 100 nm, y muestran una
morfologia esférica Ambas muestras presentan aglomerados, aunque la plata los

presenta en menor medida.

100 nm_

100 nm

Figura 21 Micrografias TEM para las nanoparticulas no funcionalizadas de cobre (A), plata (B)

y oro (C).

4.2.2 Funcionalizacién de nanoparticulas.

En este apartado se muestra la funcionalizacion de las nanoparticulas de las
muestras escogidas de cobre, plata y oro. De manera general los andlisis UV-vis (Figura
22) muestran el plasmén caracteristico de cada metal de interés ademas de su
interaccion con el anticuerpo policlonal representado por un desplazamiento del LSPR a

diferentes concentraciones. Cabe destacar que las concentraciones del anticuerpo estan
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representadas con los 3 diferentes volimenes de 2.5, 5y 10 pL provenientes de una

concentracion de 4 mg/mL.

Los experimentos de cobre (Figura 22 A) muestran el desplazamiento del LSPR cuando
interactda con el anticuerpo. Se puede observar que al agregar 10 uL del anticuerpo el
desplazamiento es mayor al compararse con los otros dos sistemas, ademas el LSPR
sufre un ensanchamiento. Para los experimentos de plata (Figura 22 B), el LSPR muestra
un desplazamiento similar para todos los tres experimentos con las diferentes
concentraciones, el ensanchamiento en estos experimentos es menor al agregarse la
mayor concentracion del anticuerpo, siendo indirectamente proporcional para los demas
experimentos, este patron se repite con respecto a la anchura de banda del plasmén. En
el caso del oro (Figura 22 C), sélo la concentracion media (utilizando 5 pL) muestra un
desplazamiento. El proceso de funcionalizacion escogido para realizarse la deteccion del

RSV sera utilizando 5 pL de Ab para el cobre y oro, para la plata sera de 10 pL.
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Figura 22 Andlisis UV-visible para las nanoparticulas sintetizadas utilizando alginato su

funcionalizacion para A) cobre, B) plata y C) oro.

3.2.2.1 Distribucion del tamafio de particula y potencial zeta.

La distribucién del tamafio de particula de las nanoparticulas no funcionalizadas y
funcionalizadas se muestra en la Figura 23, repitiéndose tres veces para el analisis
estadistico. Las nanoparticulas no funcionalizadas de cobre (Figura 23 A) su tamafio fue
de 254+11.11 nm; para las nanoparticulas de plata y de oro (Figura 23 D y E), se produjo
una distribucion similar, con un pico de 10 a 20 nmy otro a 151+ 0.57nmy 185+4.37 nm,
respectivamente.

Las nanoparticulas funcionalizadas (Figura 23 B, E y G) muestran tamafios mas grandes

gue las no funcionalizadas. Para cobre y plata, los tamafios aumentan aproximadamente
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150 nm, y para las nanoparticulas de oro, los dos picos de distribucion aumentan a

118+2.82 nm y 58552 nm.
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Figura 23 Distribucion del tamafio de particula para las nanoparticulas de A) cobre, D) plata 'y

F) oro y para las nanoparticulas funcionalizadas de B) cobre, E) plata y G) oro.
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El analisis de potencial zeta (Figura 24) se llevé a cabo para los 3 sistemas. Las
nanoparticulas de cobre tienen un potencial de -17.2+3.2 mV y la nanoparticula
funcionalizada mostré un potencial positivo de 10£0.83 mV.

Las nanoparticulas de plata y oro muestran un potencial de -37+2.2 mV y -40+0.4 mV
respectivamente y las nanoparticulas funcionalizadas pasan de un potencial muy

negativo a -18+£0.12 mV para las nanoparticulas de plata y de -20+0.9 mV para el oro.
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Figura 24 Potencial zeta para las nanoparticulas funcionalizadas (rojo) y las no funcionalizadas

(azul).

3.2.2.2 Conjugacion del anticuerpo

El sobrenadante proveniente de la funcionalizacion se sometié a una estimacion proteica
utilizando el protocolo BCA para determinar el anticuerpo conjugado a las
nanoparticulas.

El anticuerpo unido a la superficie de nanoparticulas de cobre fue 18.56+0.38 ug de 20
Mg, 33.6+0.49 ug de 40 ug para los experimentos de platay 11.04+1.6 pug de 20 pg para

el oro.
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4.2 .3 Deteccion del RSV.

La deteccidon del RSV fue realizada con las nanoparticulas funcionalizadas, sin
embargo, como experimento control se utilizaron las nanoparticulas no funcionalizadas.
La Figuras 25 muestra los analisis UV-vis de la deteccion de RSV utilizando las
nanoparticulas funcionalizadas a los 30, 60 y 120 min a una cantidad de virus de 500,
1000 y 2000 PFU, respectivamente.

Las Figuras 26 muestra los experimentos de las nanoparticulas no funcionalizadas (y
sus réplicas) al mismo tiempo y cantidades de RSV. Todas las repeticiones de los
experimentos se encuentran en el apéndice A.

Cuando las nanoparticulas funcionalizadas estan en contacto con el RSV a 500 PFU
mostraron desplazamientos en el LSPR para las muestras de cobre y plata; Sin embargo,
para las nanoparticulas de oro los cambios de desplazamiento del LSPR son nulos en la
mayoria de los casos.

En los experimentos donde se utilizan nanoparticulas no funcionalizadas con la cantidad
igual de RSV, para cobre y oro los cambios del LSPR son negativos, para la plata, los
cambios del plasmdn son positivos en todas sus interacciones de tiempo.

Para 1000 y 2000 PFU de RSV, los experimentos utilizando nanoparticulas
funcionalizadas de cobre y oro, se muestran desplazamientos mayores que a 500 PFU,
mostrandose en la mayoria de los casos un incremento del desplazamiento del LSPR a
medida que se aumenta el tiempo de interaccion. Para la plata, estos desplazamientos
son similares que a los experimentos de 500 PFU.

En el caso de las nanoparticulas no funcionalizadas, los patrones a 500 PFU son

similares a 1000 y 2000 PFU.
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Figura 25 Analisis UV-vis para la deteccién de 500 PFU (A, By C), 1000 PFU (D, Ey F) y 2000 PFU (G, H e I) de RSV a 30, 60 y 120 min.

utilizando nanoparticulas funcionalizadas de cobre (A, Dy G), plata (B, Ey H) y oro (C, F e l).
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Figura 26 Analisis UV-vis para la deteccién de 500 PFU (A, By C), 1000 PFU (D, Ey F) y 2000 PFU (G, H e I) de RSV a 30, 60 y 120 min.

utilizando nanoparticulas no funcionalizadas de cobre (A, Dy G), plata (B, Ey H) y oro (C, F e I).
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4.2.3.1 Especificidad y reactividad cruzada

Con el fin de evaluar la especificidad de la deteccion de RSV, las nanoparticulas
se sometieron a 3 tipos de experimentos: nanoparticulas no funcionalizadas y
funcionalizadas con el microorganismo externo y otro mas con las nanoparticulas
funcionalizadas en contacto con el RSV y el otro microorganismo.
Las nanoparticulas de cobre y oro se incubaron a 120 min y plata a 60 minutos (debido
a la linealidad de cada experimento en la deteccion del RSV) con los microorganismos
de Salmonella enterica ser. Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa y Adenovirus.
Para la interaccion utilizando la bacteria S. enterica y las nanoparticulas no
funcionalizadas (Figura 31) se puede observar como las nanoparticulas de cobre, plata
y oro muestran un desplazamiento del LSPR en todas las cantidades de la bacteria,
aunque es mayor en los experimentos de cobre, y aumenta su desplazamiento a
cantidades mayores.
En los experimentos utilizando a las nanoparticulas funcionalizadas y la misma bacteria
(Figura 32), para las nanoparticulas de oro y plata existen pequefios desplazamientos
para los 3 sistemas diferentes de nanoparticulas y practicamente son similares entre las
diferentes cantidades de bacteria. Para el cobre si existen desplazamientos mayores y
estos aumentan a medida que aumenta la cantidad de bacteria.
Cuando se realiza el experimento de reactividad cruzada con el RSV (Figura 33), para
las nanoparticulas funcionalizadas de cobre, tienen un pequefio desplazamiento del
LSPR para todas las cantidades de bacteria, siendo el mismo patron para las
nanoparticulas de oro; sin embargo, para la plata, no existe desplazamiento y en algunos

casos son desplazamientos negativos.
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Figura 29 UV-vis analisis para evaluar la especificidad hacia el RSV por las nanoparticuals funcionalizadas de cobre (A, By C), plata (D, Ey
F) y oro (G, H e I) en presencia de Salmonella enterica ser. Typhimurium (3 repeticiones).
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De la misma manera, los experimentos se llevaron a cabo con las mismas
condiciones utilizando la bacteria Pseudomonas aeruginosa, para las
nanoparticulas no funcionalizadas (Figura 34), nanoparticulas funcionalizadas
(Figura 35) y nanoparticulas funcionalizadas-RSV (Figura 36).

Para el experimento de cobre no existi6 un cambio considerable con respecto al
desplazamiento del LSPR en los sistemas de nanoparticulas funcionalizadas y no
funcionalizadas en contacto con la bacteria, pero cuando las nanoparticulas
funcionalizadas estaban en contacto con la bacteria y el RSV se mostré un
desplazamiento que aumentaba a medida que se incrementaba la cantidad de
bacteria.

Esto es similar para los experimentos de plata, pero cuando la nanoparticulas
funcionalizadas se prueban con el RSV y la bacteria, existe un desplazamiento
del LSPR aunque no se percibe una relacion directa con la cantidad de bacteria.
Los experimentos de oro no muestran desplazamiento para las nhanoparticulas no
funcionalizadas, pero si existe cuando se prueba los experimentos con las
nanoparticulas funcionalizadas con y sin el virus RSV, para ambos, los

desplazamientos son similares a las 3 diferentes concentraciones de la bacteria .
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Figura 30 Analisis UV-vis para evaluar la reactividad cruzada las nanoparticulas no funcionalizadas de cobre (A, By C), plata (D, Ey F)y
oro (G, H e I) hacia P. aeruginosa (3 repeticiones).
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Figura 31 Analisis UV-vis para evaluar la reactividad cruzada las nanoparticulas funcionalizadas de cobre (A, By C), plata (D, Ey F) y oro
(G, H e l) hacia P. aeruginosa (3 repeticiones).

71



E ] B - -“"
0.9285 4 0.9995 — 0.9995
0.9990 0.9990 - ©.9990
0.9985 0.9985 ©0.9285
0.9280 0.9980 0.92280 |
0.9975 0.9975 ©0.9975
0.9970 0.9970 0.9970
0.9965 0.9965 ©.9965 |
©.9960 T T T T — T T 1 0.2960 — T 1 0.9960 T T T T T T T 2
530 595 620 625 63C 594 624 531 580 595 500 605 &10 615 820 625 830
Pee] 1.000 1.000 1.000 -
= A
[ 0.995 = 0.995 ©0.995 |
~ S
o 0.990 4 £ 0.990 - 0.990
£ z
= 0.985 3 0.985 0.985 -
o
e 0.980 0.980 0.980
59 0.975 0.975— 0.975
70 - 0.970 - 0.970
< 0970
6 0.965 0965 - 0.965 -
2] Y 0.960
Re) 0.960 T T T T T T T T e T T T 1 0.960 T T T T T T T T > T T T 1 T T T T T T T L T T 7 Y
= 385 300 395 400 405 410 415 420 425 430 435 440 445 450 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435 440 445 45C 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435 440 445 450

1.0000 1.0000 1.0000
E 0.9995 m 0.9995 - n 0.9995
0.9990 0.9900 ] ©.9990 4
0.9985 0.9985 ©0.9985
0.9980 0.9980 0.9980
0.9975 1 0.9975 - 0.9975
0.9970 : 0.9970 : 0.9970 —
0.9965 ] 0.9965 0.9985
0.9960 0.9960 - 0.9960
0.9955 0.9955 ©0.9955
0.9950 - T T T T t T 1 0.9950 . . T . 7 > 4 0.9950 r - )
515 520 525 530 535 540 545 550 515 520 525 530 535 540 545 550 515 520 545 550
Longitud de onda (nm) )
Nanoparticula (NFo NP) ===m==s: 30 Min ==m==s 60 Min mmmm=ms 120 mMin

Figura 32 UV-vis analisis para evaluar la especificidad hacia el RSV por las nanopatrticulas funcionalizadas de cobre (A, By C), plata (D, E 'y
F) y oro (G, H e I) en presencia de P. aeruginosa (3 repeticiones)..
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Los experimentos fueron ahora sometidos a la interaccion con un virus similar al RSV: el
Adenovirus. La interaccion de las nanoparticulas funcionalizadas con Adenovirus en

ausencia y presencia de RSV se muestra en la Figura 37 y 38, respectivamente.

El experimento de cobre para las nanoparticulas no funcionalizadas, muestran un
desplazamiento negativo en la cantidad mas baja y media del virus externo y un cambio
positivo para la cantidad mas alta; para el mismo experimento, pero ahora utilizando las
nanoparticulas funcionalizadas, los desplazamientos son muy pequefios o incluso nulos

para todas las cantidades del Adenovirus en los 3 sistemas de cobre, plata y oro.

En la interaccién utilizando las nanoparticulas funcionalizadas con el RSV y el virus
externo, el experimento de cobre muestra desplazamientos del LSPR para las 3
cantidades del Adenovirus, solo en la cantidad alta de este virus su desplazamiento es
menor en comparacion a las otras dos cantidades. Para la plata no existen
desplazamientos significativos en las 3 cantidades del virus externo. Para el oro, existen
desplazamientos del LSPR, sin embargo no existe un patron en relacion a la cantidad

del Adenovirus.
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CAPITULO 5

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

5.1 Discusion de resultados para los experimentos con L-cisteina

La sintesis de las nanoparticulas metélicas utilizando a la L-cisteina como agente
reductor y estabilizante no pudieron realizarse para los 3 sistemas. Para el sistema de
cobre, el LSPR caracteristico de las nanoparticulas de dicho metal no se observo en el

espectro excepto por las absorciones propias de la molécula de cisteina (340-360 nm).

Para el sistema de plata sucede lo mismo que con el de cobre, no existe absorcién
caracteristica del LSPR de la plata, inclusive para ninguna de sus diferentes morfologias,
la gran absorcion que existe cuando se utiliza una concentracion alta de plata para los 3
tiempos diferentes de reaccion, podria relacionarse a una morfologia especifica de la

plata, sin embargo, estos resultados no pudieron repetirse para los estudios posteriores.

Este problema puede relacionarse a lo investigado por Khan et al. En sus experimentos
ellos encontraron que al no agregar N2 al sistema, las nanoparticulas de plata utilizando
L-cisteina no podian sintetizarse, en cambio al agregar este compuesto y sellar el

sistema se obtenian las nanoparticulas, siendo comprobado por la aparicion del LSPR
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de las nanoparticulas esféricas de plata. Aunque este experimento fue realizado para
nuestros sistemas, no pudo obtenerse ninguna nanoparticula (cobre y/o plata) debido a
gue nuestro sistema no puede ser sellado como el de Khan et al. dado que los

experimentos son expuestos a radiacion microondas en un equipo convencional.

Para el sistema de oro, se pudo sintetizar con éxito las nanoparticulas de oro, solo para
los experimentos con concentracion de 10 mM para los 3 tiempos diferentes, el LSPR
caracteristico que se observo fue el de las nanoparticulas esféricas. El experimento que
se escogio para futuros experimentos fue el de la concentracion alta con un tiempo bajo

(2 min).

El éxito de la sintesis en comparacién a los sistemas de plata y cobre es que el ion Au3®*
(presente en el sistema como AuCls’) tiene un potencial redox menor que los iones Cu?*
y Ag*, esto permite que la sintesis de las nanoparticulas de oro sea realizada en

condiciones normales en comparacion a los otros dos iones.

El andlisis FESEM (Figura 11) para la muestra seleccionada de las nanoparticulas de
oro (3 min en MW y 10 mM de Au®*) muestra la presencia de nanoparticulas que estan
debajo de los 100 nm, sin embargo, existen aglomerados que superan este tamafio. Esto
se debe a que la cisteina presente en la superficie de la nanoparticula de oro interactia
con otra molécula de cisteina presente en la superficie de otra nanoparticula para asi
formar cumulos de nanoparticulas. El analisis por EDS (Figura 12) muestra que estos

cumulos estan compuestos principalmente por el elemento de interés.

La funcionalizacion de las nanoparticulas de oro utilizando un anticuerpo policlonal fue
observada utilizando la técnica de UV-vis. En el espectro mostrado en la Figura 13 se

puede observar que el LSPR caracteristico de las nanoparticulas de oro aumenta su
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desplazamiento al rojo conforme aumenta la concentracion del anticuerpo policlonal.
Para la concentracion mas baja, el desplazamiento es muy pequefio, al aumentar la
concentracion del anticuerpo en el sistema al doble, el desplazamiento aumenta a 20
nm. Este desplazamiento vuelve a duplicarse al duplicar la concentracion del anticuerpo
(utilizando 10 pL), este desplazamiento es de aproximadamente 40 nm con respecto al
LSPR de las nanoparticulas de oro. Estos desplazamientos se deben a la cantidad de
anticuerpo que queda funcionalizado sobre la superficie de las nanoparticulas, los
aumentos consecutivos del desplazamiento del LSPR se deben a que al aumentar la
concentracion del anticuerpo del sistema se aumenta la probabilidad o la cantidad
disponible de que el anticuerpo quede funcionalizado en la nanoparticula. Cabe destacar
gue el experimento utilizando 10 pL de anticuerpo se escogiéo para los futuros
experimentos de la deteccién del RSV para la interaccion con las nanoparticulas

funcionalizadas.

La distribucién del tamafio de particula (Figura 14) para las nanoparticulas no
funcionalizadas y funcionalizadas de oro, muestra que existen tamarfios arriba de los 100
nm. Como se menciond anteriormente estos tamafos mayores a 100 nm se atribuyen a
aglomerados en el sistema, cabe destacar que el analisis FESEM comprueba que
existen tamafios menores a este tamafio. Para las nanoparticulas funcionalizadas la
distribucion del tamafio aumenta al doble. Se ha estudiado ampliamente que los
anticuerpos forman aglomerados, esto puede repetirse en nuestro sistema, formando asi

cimulos en el mismo.

Esto puede ser comprobado mediante el analisis de potencial zeta (Figura 15). En este

analisis se comprueba que el potencial de las nanoparticulas no funcionalizadas es de
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-33 mV, relacionado a su alta estabilidad y el de las funcionalizadas aumenta a -18 mV
afin a la disminucién de su estabilidad. Esto nos permite inferir que esta poca estabilidad

se debe a la presencia de aglomerados como se mostré en el analisis por DLS.

La deteccion del virus RSV se realizé utilizando las nanoparticulas funcionalizadas de
oro y se manejé como control a las nanoparticulas no funcionalizadas. La Figura 41
representa el promedio de los desplazamientos del LSPR a las diferentes cantidades del
virus RSV. Para los 30 min (Figura 41 A) se puede observar que los desplazamientos
del plasmon de las nanoparticulas no funcionalizadas son mayores en comparacion a
las nanoparticulas funcionalizadas. Una explicacion del porqué del desplazamiento del
LSPR de las nanoparticulas no funcionalizadas, es que al momento de estar en contacto
con la solucion donde se encuentra el RSV, éstas interactan con otros compuestos
guimicos que alteran el campo del sistema de las nanoparticulas provocando un cambio
del LSPR. La Figura 40 muestra la solucién donde se encuentra el RSV, el color rosado
es debido al buffer que se encuentra en la solucién. También se encuentran células

humanas (provenientes del medio de cultivo) en las cuales el RSV se incubd.

Figura 36 Solucion utilizada para los experimentos que contiene el RSV.
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Para los 60 min (Figura 41 B) el desplazamiento de las nanoparticulas funcionalizadas
aumenta significativamente y éste es mayor que el de las nanoparticulas funcionalizadas,
sin embargo, el error para las tres cantidades de RSV es de aproximadamente el total
del promedio del desplazamiento, esto es importante porque, aunque el promedio sea
ascendente, el error nos indica que la variacion entre experimentos es muy grande. Este
error disminuye a los 120 min y se mantiene un promedio ascendente, sin embargo, para
los 500 y 1000 PFU el error es de aproximadamente 25 nm (para un sentido)
representando aun un error grande para una deteccion. El desplazamiento del LSPR
para las nanoparticulas no funcionalizadas disminuye considerablemente al aumentar la

concentracion del RSV.
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Figura 37 Diagrama del desplazamiento del LSPR a diferentes cantidades de RSV para las
nanoparticulas funcionalizadas de oro a A) 30 min, B) 60 min y C) 120 min. El simbolo (*)

representa la significancia a p<0.05

5.2 Discusion de resultados para los experimentos utilizando alginato de sodio.

La sintesis de las nanoparticulas de cobre, plata y oro es evidenciada utilizando la técnica
UV-vis. Para la sintesis de las nanoparticulas de cobre se puede observar que al

utilizarse la concentracion alta y media del ion metalico y colocarse a 2 minutos en MW
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se obtienen dos absorciones caracteristicas (600 nm) a los LSPR de las nanoparticulas
de cobre, debido a la forma del plasmon (aumenta y disminuye en forma proporcional),
el experimento a 2 min de reaccion con una concentracion de 10 mM fue elegido para

futuros experimentos.

En el sistema de plata, a concentraciones de 10 mM para todos los tiempos de reaccion
se obtuvo el plasmon caracteristico (400 nm) de las nanoparticulas de plata esféricas,
también se obtuvo para el experimento de menor concentracion a 2 min. Teniendo esta
informacion, es dificil de inferir si los experimentos son dependientes de la concentraciéon
del ion metalico o del tiempo, es importante mencionar que 3 min de reaccion provocaba
la aparicion de particulas (visibles a simple vista) de color negro. Esto puede ser
indicativo que, a los 3 min, el exceso de alginato podria sufrir una descomposicion debido
a las altas temperaturas de la reaccion. Al tener 1 min de reaccion probablemente el
tiempo es muy corto para que exista la suficiente cantidad de nanoparticulas sintetizadas

para las concentraciones media y baja.

En el sistema de oro solo la alta concentracién a un tiempo de 1 min obtuvo la respuesta
caracteristica de las nanoparticulas esféricas de oro. Sin embargo, este plasmén es
ancho en el rango de longitud de onda, lo que puede dificultar su uso como sensor
plasménico. Aunque el LSPR no es 6ptimo para su uso como sensor plasmonico, se

utilizé con el fin de comparar los 3 sistemas metalicos.

El andlisis por FESEM (Figura 19) muestra que, para el sistema de cobre, se presentan
tamafios que van desde las nanoparticulas hasta arriba de los 100 nm. Para los sistemas
restantes, al igual que el cobre, existen particulas que también superan los 100 nm, sin
embargo, esto se debe a la presencia de aglomerados en el sistema donde, al igual que
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en el apartado de la utilizacidén de L-cisteina, los grupos funcionales del alginato presente
en la superficie de las nanoparticulas, interactian entre si para dar la formacion de
aglomerados. Ademas, los andlisis de mapeo elemental por EDS (Figura 20)
comprueban que estas estructuras estan formadas por los metales de las sales
precursoras. Mas adelante, se profundizara en la explicacion de los tamafos de las

particulas no funcionalizadas por las técnicas de DLS y TEM.

La Figura 22A muestra los espectros UV-VIS para la funcionalizacion de las
nanoparticulas de cobre: el LSPR de las nanoparticulas no funcionalizadas se encuentra
a 620 nm, siendo una longitud de onda caracteristica para este tipo de nanoparticulas.
De la misma manera, las nanoparticulas no funcionalizadas de plata (Figura 22B) y oro
(Figura 22C) teniendo absorciones plasmoénicas concordes con las nanoparticulas

esféricas de cada metal.

La funcionalizacién utilizando el anticuerpo policlonal se llevé a cabo en las mismas
condiciones para todas las nanoparticulas. La interaccion de cualquier molécula o
compuesto quimico con la nanoparticula se representa por el desplazamiento del LSPR
del sistema; esto es evidente cuando se utilizan diferentes concentraciones de Ab para
las tres nanoparticulas. Ademas, el uso de sensores basados en el LSPR de la
nanoparticula, necesita tener una buena definicion (para observar facilmente el
desplazamiento). En el caso de ésta funcionalizacion, es importante recordar que la
adicion de cualquier estructura quimica o biologica a la superficie de nanoparticulas
aumentara el tamafio y por lo tanto la anchura de la LSPR. Dicho esto, la funcionalizacion
de las nanoparticulas de cobre y oro (Figura 22A) tuvo éxito utilizando 5 uL de Ab y 10

ML en el caso de las de nanoparticulas de plata.
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Ademas, se puede observar que la interaccion entre las diferentes concentraciones del
Ab y las nanoparticulas es diferente. Esto esta relacionado con la naturaleza de cada
sistema, por ejemplo, el uso de 10 pL de Ab (4 mg/mL) para la funcionalizaciéon de las
nanoparticulas de cobre, cambio la forma y la anchura del LSPR debido al alto grado de

enlazamiento del Ab a la superficie de la nanoparticula.

En otros casos, como en el sistema de las nanoparticulas de oro, la misma cantidad de
Ab (10 pL) no cambia la longitud de onda del LSPR porque la naturaleza es diferente (tal
como el tamafio) [151] y proporciona una condicién diferente para el enlazamiento del
Ab. En este volumen, la concentracion de Ab es superior a los otros dos volumenes de
2.5 ULy 5 pL, y esto es un problema cuando se realiza la funcionalizacion, esto es debido
a que a una alta concentracion existen otros tipos de interacciones, tales como la union
Ab-Ab lo que podria provocar una competencia con la funcionalizacion de la

nanoparticula.

Los experimentos de la distribucion del tamafio de particula (Figura 23) revelan tamafios
superiores a 100 nm para todos los sistemas. Esto podria indicar que estas
nanoparticulas (especificamente las no funcionalizadas) tienen tamafios mas grandes,
pero los informes [152-154] sobre la absorcién plasménica para estas nanoparticulas
metélicas relacionan el tamafio nanométrico a una absorcion especifica. Nuestras
nanoparticulas muestran una absorcion plasménica similar a los informes de la literatura
evidenciando que los tamafios arriba de 100 nm vistos en FESEM y DLS son
correspondientes a los aglomerados. Cabe destacar también, que el alginato es un
polimero, en el cual las nanoparticulas podrian estar colocadas en una matriz compleja,

aumentando asi el tamafio incluso mas que real.
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En TEM (Figura 21), los experimentos de plata y oro muestran tamafos por debajo de
los 100 nm y también se comprueba la presencia de aglomerados. Esto apoya la idea
gue los tamafios mostrados en la distribucion del tamafio de particula se relacionan con
aglomerados que podrian formarse por las interacciones quimicas entre el alginato

presente en la superficie de las nanoparticula.

Para el cobre, el tamafio de las estructuras en TEM eran de aproximadamente 250 nm,
similar a la distribucion de tamafio de particula y también el analisis microscopico
muestra estructuras pequefas alrededor y sobre las particulas. Ademas, observar que
las estructuras arriba de 100 nm tienen una circunferencia no definida se puede inferir
gue también existe aglomeracién en el sistema. También es importante mencionar que
la longitud de onda del plasmon superficial del sistema de cobre esta en concordancia

con la presentada en literatura para nanoparticulas de este metal.

Las nanoparticulas funcionalizadas (Figura 23 B, E y G) son mas grandes en tamafio
gue las nanoparticulas no funcionalizadas para los tres sistemas. Este cambio de tamafio
de las nanoparticulas puede estar relacionado con la funcionalizacion de anticuerpo. La
interaccion entre estas entidades podria aglomerar alin mas el sistema, y esto es

evidente en los experimentos de potencial zeta.

El potencial zeta (Figura 24) para las nanoparticulas no funcionalizadas de cobre (-17,2
mV) se relaciona con la inestabilidad de este sistema y podria explicar el proceso de
aglomeracion que se mencion6 anteriormente. Ademas, las respectivas nanoparticula
funcionalizadas muestran un potencial positivo de 10 mV en representacion de la misma
inestabilidad. Las nanoparticulas de plata y de oro tienen un potencial arriba de -35 mV,
esto representa que estos sistemas tienen una buena estabilidad y se relaciona con los
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tamafos pequefios a diferencia de las nanoparticulas de cobre; sin embargo, las
nanoparticulas funcionalizadas para nanoparticulas de plata y oro muestran un potencial
menor a -20 mV y representa la inestabilidad del sistema atribuida a la aglomeracion

(como se observa en la distribucion de los tamafios de particulas).

La conjugacion del anticuerpo demuestra que para los sistemas de plata y oro se tuvo
una menor cantidad de anticuerpo conjugado, que fue del 82% y 55% respectivamente,
pero el cobre se obtuvo una conjugacion de 92%. Estos valores juegan un papel muy
importante, debido a que una mayor cantidad de anticuerpo conjugado, ayudaria a que
el virus RSV sea detectado adecuadamente, debido a que existen mayores puntos de
interaccidn entre el antigeno del RSV y los anticuerpos presentes en las nanoparticulas
funcionalizadas. Posteriormente se hablard sobre los limites de deteccion y
cuantificacion sobre estos tres sistemas, siendo los mas bajos para el sistema

funcionalizado de cobre, el cual tiene una alta cantidad de anticuerpo funcionalizado.

También existe una relacion entre el potencial zeta y la conjugacion del anticuerpo. Entre
mas positivo sea el potencial zeta para las nanoparticulas funcionalizadas, existe una
mayor cantidad de anticuerpo conjugado a las nanoparticulas metalicas. Esto puede
explicarse mediante la presencia de los grupos funcionales que tiene el anticuerpo como
se muestran en la Figura XX. En el anticuerpo existen 3 principales entidades y grupos

funcionales, el grupo mayoritario amino (-NHs), los puentes S-Sy los carbohidratos.
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Figura 38 Estructura quimica del anticuerpo.

Al tener en la solucién un pH de 6.58, el grupo amino cambia a estar protonado. Esta
protonacion puede convertir la carga neta del anticuerpo en positiva, lo cual al afiadirse
a la nanoparticula no funcionalizada aumentard el potencial zeta negativo de éstas a uno
mas positivo. Al relacionarlo con la conjugacion del anticuerpo, se puede inferir que las
nanoparticulas funcionalizadas de cobre tienen un potencial muy positivo (en

comparacioén a los otros sistemas) debido a la alta conjugacién del anticuerpo.

La interaccion entre las nanoparticulas funcionalizadas (y no funcionalizadas, como
control) y las diferentes cantidades de RSV en un tiempo de interaccion de 30 min se
resume en la Figura 42. Los experimentos utilizando nanoparticulas de cobre muestran

gue el cambio se asocia a la presencia del RSV, mientras que el experimento de control
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(nanoparticulas no funcionalizadas) no mostraron cambios significativos. El nivel de
significacion entre los experimentos del control y las nanoparticulas funcionalizadas,
donde la Ho (hay un desplazamiento utilizando nanoparticulas de cobre sin
funcionalizacion) es rechazada. Se observa que existe cambio significativo entre las
nanoparticulas no funcionalizadas y funcionalizadas a 2000 PFU para el sistema de
plata, mientras que, para las nanoparticulas de cobre, los cambios significativos se
observaron para todas las concentraciones de RSV. Observando los resultados de cobre
a 2000 PFU se distingue que disminuye el desplazamiento del LSPR.

También a este tiempo se puede apreciar el alto error en el sistema de plata para los
experimentos funcionalizados de cobre, con ello se infiere que, a los 30 min, no es tiempo
suficiente para la unién efectiva entre el Ab y el RSV en el caso del cobre, ademas la
existencia de interacciones de los experimentos control de plata con otras sustancias en
el sistema, permiten un desplazamiento del LSPR inclusive mayor que el de las
nanoparticulas funcionalizadas con el RSV dando informacion de que, podrian existir
interacciones diferentes no relacionadas al RSV en ambos sistemas.

En el sistema de oro, para las nanoparticulas funcionalizadas, se exhibe un mayor
cambio a 2000 PFU; es casi el doble del desplazamiento observado en 1000 PFU. En el
caso del experimento utilizando una cantidad de 500 PFU, el desplazamiento es casi
cero y esto podria estar relacionado con una interaccibn incompleta entre las
nanoparticulas de oro y el RSV. Es importante sefalar que a 500 PFU los experimentos
control exhiben una absorcion negativa como los experimentos control de las

nanoparticulas de cobre.
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Figura 39 Diagrama del desplazamiento del LSPR a diferentes cantidades de RSV para A)

cobre, B) plata y C) oro a 30 min. El simbolo (*) representa la significancia a p<0.05.

Un desplazamiento del LSPR negativo o nulo se observé para casi todos los
experimentos control para las nanoparticulas de cobre y oro. Cabe destacar que, en
teoria, estos experimentos no presentan un desplazamiento porque no hay compuesto
gue permita la interaccién con el RSV. Esto se puede explicar observando la teoria de

los biosensores utilizando LSPR, independientemente de que, si la nanoparticula esté
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funcionalizada o no, se debe tener en cuenta tres tipos de linealidad en estos

biosensores:

a) Linealidad entre la contribucién de las interacciones moleculares y la “index

signature”, llamado linealidad intrinseca.

b) Linealidad entre “index signature” y el desplazamiento de la resonancia

(LSPR).
C) Linealidad adicional (en realidad no linealidad) asociada con el LSPR.

Cuando se utilizan nanoparticulas plasménicas como biosensores, el LSPR muestra una
no linealidad mas alta debido a un aumento de la amortiguaciéon y una gran “signature
index”. Ahora bien, si las nanoparticulas no funcionalizadas presentan una linealidad del
tipo b, la sefial no reflejaria una cantidad proporcional de desplazamiento e incluso puede

provocar un cambio negativo [155].

En 60 min (Figura 43), las nanoparticulas funcionalizadas de cobre tienen un patron
diferente, especificamente a 2000 PFU donde el cambio se incrementa en comparacion
con 30 min y los valores a 500 y 1000 PFU son similares entre los dos tiempos. Esto
apoya la idea de que se necesita mas tiempo en concentraciones mas altas para tener

una buena interaccion entre el RSV y las nanopatrticulas funcionalizadas.

Las nanoparticulas de plata muestran desplazamientos similares en todos los
experimentos, con un aumento minimo observado en 1000 y 2000 PFU. Es importante
sefalar en los experimentos control, la disminucion de desplazamiento en comparacion
con 30 min, informando sobre las interacciones presentes entre las nanoparticulas no

funcionalizadas en el sistema, esto podria deberse a enlaces débiles que con el paso del
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tiempo desaparecerian, observandose una disminucion del desplazamiento del LSPR.
Ademas, las nanoparticulas de plata exhiben un desplazamiento similar en todas las
cantidades de RSV para 60 min, lo que indica que el sistema esta saturado y no hay

margen de que el RSV interactle con la nanoparticula funcionalizada.

Las nanoparticulas funcionalizadas de oro siguieron el mismo patrén en 2000 PFU: un
aumento del desplazamiento, apoyando asi la hipotesis de que se requiere mas tiempo
de interaccion para cantidades mas altas de RSV, estabilizando asi el sistema. Esto se
puede comprobar facilmente en los experimentos a 120 min (Figura 44), donde los

errores disminuyen en todas las muestras para los tres sistemas.
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Figura 40 Diagrama del desplazamiento del LSPR a diferentes cantidades de RSV para A)

cobre, B) plata y C) oro a 60 min. El simbolo (*) representa la significancia a p<0.05

También, para los 120 min, las nanoparticulas funcionalizadas de cobre, el
desplazamiento a 2000 PFU aumenta respecto a los otros dos tiempos, siendo una

prueba mas de que los experimentos con altas cantidades de RSV necesitan un tiempo
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mayor para su interaccion. En el caso de los experimentos de plata, las nanoparticulas

funcionalizadas muestran desplazamientos similares para los 3 tiempos.
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Figura 41 Diagrama del desplazamiento del LSPR a diferentes cantidades de RSV para A)

cobre, B) plata y C) oro a 120 min. El simbolo (*) representa la significancia a p<0.05.

La Figura 45 resume todos los cambios los experimentos, teniendo en cuenta el valor

logaritmico las cantidades de RSV contra el desplazamiento promedio del LSPR.

94



9
60 & ...
o ) 8 ................ °
c 50 c 5
2 . 2
£ £ n "
o 404 @ O e
N N " e
® o 5_0\\_’__/“-*
o 304 o
) 1%
(Y] U 4
T 204 i
()] v 34
- o R O e ...
0 0 g JF T T
a1 g1 e e
[ @ gl e, ... e
= = v
o o T,
ud - 04 e
o L
g
S S B e e R L IS, e e e A—
27 28 29 3.0 3.1 3.2 33 27 28 29 3.0 31 3.2 33
Log[RSV] (PFU) Log[RSV] (PFU)

20 A

=
o
1

o
I

o
o
!

Promedio del desplazamiento k@]

27 28 29 370 3?1 3.2 3.3
Log[RSV] (PFU)

Figure 42 Gréfico que representa las interacciones entre el valor logaritmico de la cantidad de
RSV contra el desplazamiento promedio del LSPR para A) de cobre, B) plata y C) oro. Linea
completa representa el experimento de nanoparticulas funcionalizadas y la linea de punteada

para las no funcionalizadas.

Los experimentos (basados en las nanoparticulas funcionalizadas) de cobre y oro
muestran una mejor linealidad a 120 min (Ver Tabla 4), para los experimentos de plata

el Unico valor aceptable fue a 60 min.
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Tabla 4 Valores de la R de Pearson a diferentes tiempos para los experimentos utilizando las

nanoparticulas funcionalizadas.

NPs Funcionalizadas | Tiempo | R Pearson

30 min -0.76

Cu 60 min -0.79
120 min 0.97
30 min 0.5

Ag 60 min 0.87
120 min 0.5
30 min 0.98

Au 60 min 0.93
120 min 0.97

Los limites de deteccidn y cuantificacion (Ver Tabla 5) son mejores en los experimentos
de cobre. El experimento de oro no muestra un buen valor de LOD o LOQ en
comparacion con los experimentos de cobre y plata, sin embargo, tiene una linealidad
convincente y su uso como detector de RSV deberia de probarse a concentraciones

mayores.

Tabla 5 Valores de LOD y LOQ para los experimentos con la mejor linealidad.

NPs Tiempo | LOD LOQ
funcionalizadas | (min) (PFU) | (PFU)
Cu 120 2.4 14
Ag 60 7 385
Au 120 209 633

En los experimentos de especificidad con la bacteria S. enterica, (Figura 46) la
disminucién del desplazamiento del LSPR en casi un 50% para las nanoparticulas
funcionalizadas de cobre en contacto con el RSV y la bacteria, esto se relaciona a la

presencia del microorganismo externo que dificulta la interaccion entre el RSV y las
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nanoparticulas funcionalizadas. Para las nanoparticulas de cobre funcionalizadas
estando solo en contacto con la bacteria, muestran un pequefio desplazamiento del
LSPR, indicando que a medida que aumenta la concentracion de la bacteria, la

especificidad de las nanopatrticulas funcionalizadas de cobre para con el RSV baja.

Los experimentos control (nanoparticulas no funcionalizadas en contacto con la bacteria)
muestran un incremento de desplazamiento cuando la concentracion de la bacteria
aumenta; aungque no se puede atribuir una interaccion especifica con la bacteria debido
a su desplazamiento se puede atribuir a interacciones con otros compuestos en el
sistema o0 de que el alginato presente en la superficie de las nanoparticulas, pueda
interactuar con la bacteria de diferentes maneras, como enlaces débiles entre los grupos

funcionales para ambos compuestos.

Los experimentos de plata y oro (Figura 46 B y C) muestran patrones similares. Tienen
pequefios y/o nulos desplazamientos del LSPR para las nanoparticulas funcionalizadas
y la interaccion con S. enterica, siendo algo apropiado ya que puede explicar la
especificidad al sistema, sin embargo, cuando estos experimentos estan en contacto con
el RSV, no pueden reproducir el mismo desplazamiento del LSPR, siendo incluso

negativos.
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Figure 43 Esquema sobre los experimentos de reactividad cruzada y especificidad para A)

cobre, B) plata y C) oro con Salmonella enterica ser. typhimurium. NP y NF representan los

experimentos de las nanoparticulas no funcionalizadas y funcionalizadas respectivamente y Bc

para la bacteria.
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Para la especificidad utilizando P. aeruginosa (Figura 47) la interaccion entre las
nanoparticulas funcionalizadas de cobre y los microorganismos (RSV y bacteria) no
muestra ningun desplazamiento considerable, al igual que los experimentos de S.
enterica, esto se relaciona a que la interaccién entre el RSV y las nanoparticulas
funcionalizadas no es apropiada. Ademas, los tamafios mas grandes de la bacteria en
comparaciéon con el virus podrian desempefiar un papel importante en estos

experimentos, como un impedimento a la interaccion entre los analitos de interés.

Los experimentos de plata y oro (Figura 47 B y C) no muestran ningiin cambio en los
experimentos control (nanoparticulas no funcionalizadas con bacteria); sin embargo, las
nanoparticulas funcionalizadas de oro en contacto solo con la bacteria muestran un
desplazamiento, y podria estar asociado a la interaccién entre las nanoparticulas
funcionalizadas y la bacteria, teniendo poca especificidad. En el caso de los
experimentos de plata, las nanoparticulas funcionalizadas en contacto con la bacteria no
mostraron desplazamiento; esto nos permite inferir que el desplazamiento asociado a la
interaccion de las nanoparticulas funcionalizadas y la mezcla del virus con la bacteria

externa es asociada solo con la interaccion del RSV.
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Figura 44 Esquema sobre los experimentos de reactividad cruzada y especificidad para A)
cobre, B) plata y C) oro con P. aeruginosa. NP y NF representan los experimentos de las

nanoparticulas no funcionalizadas y funcionalizadas respectivamente y Bc para la bacteria.
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El Adenovirus se utilizé para probar la especificidad para la deteccion de RSV (Figura
48). Las nanoparticulas de cobre funcionalizadas no tienen una interaccion al estar en
contacto con el Adenovirus y puede explicar la especificidad total hacia el virus RSV. En
cantidades de 2.7 x10* y 5.5x10* PFU de Adenovirus, el desplazamiento del LSPR entre
estas nanoparticulas y la mezcla de RSV con Adenovirus es similar al desplazamiento
en ausencia de Adenovirus (0 PFU), pero cuando se tiene la mayor concentracion del
virus externo, el desplazamiento se reduce en casi 50%. Como se ha explicado antes,
esto puede estar relacionado con la presencia de una gran cantidad de Adenovirus que
satura el sistema e interfiere con la interaccion RSV y las nanoparticulas funcionalizadas.
También, es importante mencionar que la cantidad mas grande de Adenovirus es mayor
100 veces a la cantidad del virus RSV, por lo que los resultados muestran la gran
especificidad y robustez del sistema de deteccion de RSV en presencia del virus no

especifico.

En los experimentos de plata, las nanoparticulas funcionalizadas so6lo mostraron
desplazamientos del LSPR cuando estaban en contacto con la cantidad mas pequefa
de Adenovirus. En el caso de las nanoparticulas funcionalizadas en contacto con el RSV-
Adenovirus muestran un patron inverso, cuando la cantidad del Adenovirus aumenta
(comenzando desde la primera cantidad del virus), el desplazamiento disminuye. En la
cantidad mayor del Adenovirus, el plasmén desaparece. Esta desaparicién puede estar

relacionada (como en el caso del cobre) a la gran cantidad presente del virus externo.

También se observa que, cuando las nanoparticulas funcionalizadas estan en contacto
con el RSV y el Adenovirus en una cantidad de 5.5x10% y 2.7x10* PFU, los

desplazamientos son mayores en comparacion a cuando no hay ninguna presencia de
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Adenovirus; los errores no muestran una anormalidad en las lecturas de los
experimentos, por lo que la Unica explicacion es que este cambio es una propiedad
intrinseca de las nanoparticulas, y puede ser debido a la funcionalizacién (completa o

no), modo de interaccion, etc.

En el sistema de oro, las nanoparticulas funcionalizadas en contacto con ambos virus
presentan un desplazamiento similar cuando no existe ninguna cantidad de Adenovirus,
sin embargo, los errores son muy grandes y los experimentos de las nanoparticulas
funcionalizadas en contacto solo con el Adenovirus demuestran desplazamientos por lo
gue no se puede inferir que este sistema es especifico para el RSV y no podria funcionar

en matrices complejas que contienen este u otros virus.
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Figure 45 Esquema sobre los experimentos de reactividad cruzada y especificidad para A)
cobre, B) plata y C) oro con Adenovirus. NP y NF representan los experimentos de las

nanoparticulas no funcionalizadas y funcionalizadas respectivamente y AD para el Adenovirus.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

Utilizando la técnica UV-vis fue posible demostrar la obtencion de las nanoparticulas de
oro utilizando a la L-cisteina como agente reductor y estabilizante, ademas los analisis
FESEM y EDS confirman la presencia de nanopatrticulas y aglomerados, los cuales estan

formados especificamente por el metal de interés.

También, por medio de las técnicas antes mencionadas fue posible demostrar la
obtencion de las nanoparticulas metélicas utilizando alginato de sodio como agente
reductor y estabilizante. Por medio de la técnica UV-vis se comprobd la presencia del
LSPR caracteristico de las nanoparticulas de interés. El tamafio de particula se obtuvo
por medio FESEM y DLS demostrando la presencia de aglomerados en los 3 sistemas.
La técnica EDS comprobd que estos aglomerados estaban conformados por los metales
de respectivos para cada tipo de nanoparticula. La morfologia esférica de los 3 sistemas
se determiné por TEM, estando en concordancia con los resultados obtenidos de UV-

vis.

El proceso de funcionalizaciéon fue exitoso para las nanoparticulas de oro, en el caso de
la sintesis con L-cisteina y de cobre, plata y oro para el alginato de sodio, utilizando un
anticuerpo policlonal. Para éstos ultimos, se determiné una conjugacion del 92%, 82% y

52% para el cobre, plata y oro, respectivamente.
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La deteccion del virus RSV utilizando nanoparticulas funcionalizadas de oro sintetizadas
por L-cisteina se realiz6 a diferentes tiempos, sin embargo, ningun experimento presento

resultados adecuados para su uso como detector plasmonico.

Para los sistemas funcionalizados utilizando alginato, los experimentos fueron exitosos
basados en la linealidad fueron a 120 min, para cobre y oro y de 60 min para la plata
para los sistemas de cobre, plata y oro, respectivamente, siendo dependientes del tiempo
de interaccion. Los limites de deteccion y cuantificacion para las nanoparticulas

funcionalizadas de cobre fueron los mas bajos de los tres sistemas.

La especificidad y reactividad cruzada para RSV en el sistema de alginato, tuvieron
resultados favorables para el cobre en los experimentos con Adenovirus y P. aeruginosa

para la plata.

Con base en los resultados de la deteccibn RSV, la especificidad y los analisis
estadisticos, las nanoparticulas funcionalizadas de cobre con un tiempo de interaccion
de 120 min representan el mejor sistema para ser utilizado como sensor de RSV en

comparacién con los otros sistemas.

La hipotesis para la sintesis de las nanoparticulas metalicas y su aplicacion como
sensores plasmonicos fue comprobada para el sistema alginato, sin embargo, para los
experimentos donde se utiliza a la L-cisteina, no se cumple para los 3 sistemas, ademas,
las nanoparticulas sintetizadas (oro) no demuestran buenos resultados para ser

consideradas como sensores plasmonicos.
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6.1 Recomendaciones y trabajo futuro

En la parte de sintesis, se pueden buscar nuevas concentraciones para observar la

cantidad maxima que se pueden sintetizar utilizando los agentes reductores.

Desarrollar un estudio sobre la estabilidad y control del tamafio de particula, para tener

tamanos uniformes en el sistema.

En los experimentos de deteccion, se pueden realizar un mayor nimero de puntos y
repeticiones con el fin de desarrollar una experimentacion para su uso en pruebas

clinicas.

Enfocar el estudio en el sistema de cobre-alginato, dado que los resultados son muy
prometedores, compitiendo en limites de deteccion y cuantificacion, ademas del bajo

costo de produccién.

Desarrollar un dispositivo (considerando las variables que implica el desarrollo) que
pueda realizar la deteccion de este virus de una manera mas sencilla, con el objetivo de

aplicarse directamente en deteccidn para pacientes.
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APENDICE A

REPETICIONES PARA LOS EXPERIMENTOS DE L-CISTEINA Y ALGINATO DE SODIO

E N
0.998 —

0.998 |
0.996 0.996
0.994 0.994 -
0.992 0.992
0.990 T T T T T T 1 0.290 T T T T T T
580 600 620 640 650 680 700 580 600 620 640 660 680 700
[3°]
e 5
Pt 1.000 N 1.000
~N
C 0.998 0.298
—
o 0.996 0.996 |
<
(3]
‘O 0.994 -] 0.994 -
<
(9]
e 0.992 ©.992
—
2
Re) 0.990 +— T — T T T T T T 1 0.990 +— T T T A, W T T T ¢ T 1
; 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800
E 1.000 - 1.000
0.998 0.998
0.996 0.996
0.994 0.994
0.992 | 0.992
0.990 0.990

T T T L T T T T T T 1
580 600 620 640 66C 680 700 720 740 760 780 80O

T T T T T T T T T T 1
580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800

Longitud de onda (nm)

1.000

0.998

0.996

0.994

0.992 -

0.990

1.000 —

0.998

0.996 -

0.994

0.992

T T T T T T Y
580 600 620 640 660 680 700

0.990

1.000 4

0.998

0.996

0.994

0.992

0.e90

T T T T T ¥ T T T T T 1
580 600 620 640 €60 680 700 720 740 760 780 800

T T T T T T T T T T T 1
580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800

NF === 500 PFU === 7000 PFU === 2000 PFU

Figura 46 Analisis UV-vis para los experimentos de deteccion de RSV a diferentes concentraciones utilizando nanoparticulas
funcionalizadas de oro a 30 min (A, By C) 60 min (D, Ey F) y 120 min (G, He l).
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Figura 49 Analisis UV-vis para la deteccién de 500 PFU de RSV a 30, 60 y 120 min. utilizando nanoparticulas (control) de cobre (A, By
C), plata (D, Ey F) y oro (G, H e ) con 3 réplicas.
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Figura 50 Analisis UV-vis para la deteccion de 1000 PFU de RSV a 30, 60 y 120 min. utilizando nanoparticulas funcionalizadas de cobre
(A, ByC), plata (D, Ey F) y oro (G, H e I) con 3 réplicas.
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Figura 51 Andlisis UV-vis para la deteccién de 1000 PFU de RSV a 30, 60 y 120 min. utilizando nanoparticulas (control) de cobre (A, By
C), plata (D, Ey F) y oro (G, H e ) con 3 réplicas.
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Figura 52 Andlisis UV-vis para la deteccién de 2000 PFU de RSV a 30, 60 y 120 min. utilizando nanoparticulas funcionalizadas de cobre
(A, ByC), plata (D, Ey F) y oro (G, H e I) con 3 réplicas.
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Figura 53 Analisis UV-vis para la deteccion de 2000 PFU de RSV a 30, 60 y 120 min. utilizando nanoparticulas (control) de cobre (A, By
C), plata (D, Ey F) y oro (G, H e ) con 3 réplicas.
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