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RESUMEN

Uno de los motivos del creciente interés en elmela de sensores quimicos radica en
la capacidad que poseen estos duspositivos pacardesizar el proceso analitico. En
particular, los sensores colorimétricos se adamuay bien a este tipo de funciones.

La necesidad de generar estrategias que permitsgerttealizar los mecanismos de

ensayo resulta especialmente atractivo en el d&igodde la contaminacion con Plomo.

La exposicion al Plomo ambiental en las zonas @&taenurbanizadas afecta la salud de
una enorme cantidad de personas en todo el murdiaiguay no escapa a esta realidad.
En este sentido, la posibilidad de desarrollaranmssr colorimétrico que permita realizar

un primer diagnostico cualitativo sobre la poblacide riesgo tendria un impacto

potencial sumamente positivo.

En los ultimos afios la investigacion vinculada ferdntes disciplinas dentro de la
Nanotecnologia ha presentado posibles soluciongarias problemas concretos de
diversas areas, por ejemplo la construccidn de osefispara especies quimicas
especificas. En particular, la combinacion de nartamulas con propiedades Opticas
dependientes de la distancia con DNAzymas corsal&tividad por iones metélicos ha
presentado grandes oportunidades para el desatmfensores colorimétricos.

La construcciéon de un sensor colorimétrico espazifiara Plomo que se detalla en este
trabajo se realiza a partir de la DNAzyma 17E ydeoparticulas de Oro, responsables
de la deteccion del analito y del cambio de coler miedio respectivamente. De la
interaccion de estos dos elementos se obtiene mple sistema de color violeta, que
cambia de color a rojo cuando se le adiciona uhgi®m que contiene Plomo.

Hasta ahora, se ha demostrado que este sistemarfame forma efectiva como ensayo
tipo “positivo/negativo” sobre soportes inertesfgeoe resultados inmediatos y a simple
vista para soluciones acuosas de Plomo de concemieg por encima de 4ppm.

A pesar de que el elevado limite de deteccion adidesn este primer disefio impediria la
aplicacion del sensor para determinaciones de Plemaangre, el sistema ofrece
perspectivas positivas, que permitiran continuara#ajo y la busqueda de soluciones
con el fin de optimizar los diferentes parametresimstrumento.
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PARTE 1.

DESARROLLO
TEORICO



SENSORES QUIMICOS

INTRODUCCION

Los sensores quimicos nacen de la necesidad dedext percepcion y aumentar la
sensibilidad que tenemos sobre los diferentes coemies del mundo que nos rodea.
Segun la definiciéon IUPAC, un sensor quimico esdispositivo integrado capaz de
proporcionar informacién quimica especifica cuatitih o semicuantitativa, formado
por un elemento de reconocimiento que estad en aontlrecto con un elemento de
transduccion.[1] La informacion quimica obtenida sensor se convierte en una sefal
analitica util y eso permite diagnosticar y deteamila presencia de diferentes agentes
en un sistema puntual. La capacidad de analizanigaimente un sistema que integra
nuestro entorno directo resulta de vital importarmgbido a que su composicion quimica
esta fuertemente relacionada y determina varioscésp vinculados con nuestra calidad
de vida. Por ejemplo, la presencia de toxinas aleeipesados en el ambiente puede
afectar severamente a la salud humana.[2] De lamanierma, determinados agentes que
a bajas concentraciones pueden ser tolerablesn algjaserlo cuando aumenta su
presencia en el sistema. Por este motivo, el d#leade sensores quimicos ha sido un
importante objeto de investigacion de varias aédeEdsconocimiento analitico, entre
ellas el monitoreo ambiental, el diagnostico médicel control de calidad en la
industria.[2]

Los sensores quimicos pueden clasificarse de diese maneras. Una de las
clasificaciones mas comunes se realiza segun laaheta de la sefial que se obtiene de
la interaccion sensor-analito. Asi, los sensordmigos pueden agruparse en sensores
electroquimicos  (incluyendo sensores conductimadric amperométricos vy
potenciométricos), sensores de masa, sensoref1eatiacos y sensores opticos.[3] Este
altimo grupo, los sensores Opticos, incluye a toliss sistemas que aprovechan la
interaccion materia/radiacion electromagnéticaijzah como sefial de deteccién a una
onda de este tipo. En estos casos, la evaluacl@anio en el parametro Optico puede
relacionarse con la concentracion del analito. juascipios analiticos aplicables a los
sensores oOpticos estdn anclados en la espectrasclgsica, aunque difieren en el
arreglo y en algunos elementos experimentales. Ersansor Optico, la radiacion
electromagnética es guiada desde un espectrofatymeteractia con la materia, y
luego se reintroduce en el instrumento para un gganoiento electronico. Del
procesamiento de esta sefal, se obtiene el resullatl andlisis realizado.[4] La
ubicacion de la onda dentro del espectro electrogtagp permite realizar una nueva
clasificaciéon de los elementos de este grupo. D& meseva clasificacion surgen los
sensores colorimétricos o sensores basados enciosde luz visible, cuya principal
caracteristica de medicién consiste en el cambimasi@ropiedades Opticas del sistema
dentro del rango visible del espectro. Esto quiser que la sefal transmitida por el
sensor como consecuencia de la interaccion conadit@es en un cambio de color del
sistema detectable por el ojo humano, que puedé¢astr en la intensidad del tono
original como en el pasaje de un color a otro. Liacgpal ventaja de este tipo de
sensores es que permite eliminar el instrumentitano, ya que no precisa de ningun
procesamiento electronico de la sefial.[2]

De todas modos, el procesamiento de la sefal lomimhediante un equipo
espectrofotométrico en el rango UV-Visible puedsut@ar Gtil para obtener datos mas
precisos y fiables. A partir del estudio del espmegtsu variacion en presencia del analito



se puede resolver de mejor manera el cambio de delosistema, y asi obtener un
sensor que no depende de la subjetividad del opg2ar

Como ya se venia mencionando, un sensor quimice dehtener, al menos, dos
componentes: uno que permite el reconocimientoodptivo y otro que traduce esta
relacion en una sefal detectable.

El elemento de reconocimiento o receptor debe spaz de interactuar con las
moléculas del analito, catalizar una reaccion sgkewente o participar de un equilibrio
quimico.[3] Idealmente, esta interaccion debe semlth afinidad, alta especificidad,
buen rango dinamico, rapida respuesta en el tignrptativa estabilidad. Los elementos
de reconocimiento pueden ser cualquier entidad iqgaimbiol6gica capaz de establecer
la interaccion con el analito, como por ejemplajyedias moléculas organicas, péptidos,
proteinas (anticuerpos), ADN o incluso células cletas.[2]

Por otro lado, el elemento responsable de la seftehnsductor es el encargado de
convertir el evento de reconocimiento del receptr una sefial fisicamente
detectable.[2] Para la mayoria de los sensordérgredductor transforma esta interaccion
en una sefal eléctrica a ser procesada por unitoirelectronico de medicion. Sin
embargo, en los sensores colorimétricos la pragiialsdel transductor es el cambio de
color, y puede ser interpretada visualmente poramdlista sin la necesidad del
procesamiento electronico.

BIOSENSORES

Las caracteristicas del sistema de reconocimiesabién permite crear una nueva
definicion para un grupo especifico de sensoresblosensores. Los biosensores son
todos aquellos sensores quimicos que, a travésadeiones bioquimicas especificas,
aprovechan las propiedades de los mecanismos lwo#dyg los utilizan como sistema de
reconocimiento para la deteccion de compuestos iqoé$ifb-6] Por ejemplo, los
anticuerpos (proteinas de union de alta afinidagspecificidad) han sido largamente
utilizados en el desarrollo de sensores quimicb®ipgicos. También, el apareamiento
de bases de Watson-Crick y la hibridacion de helassciada al ADN han sido
aprovechadas en estos sistemas. Mas recientemaniescubrimiento de nuevas
aplicaciones y posibilidades vinculadas a esta biéoula, como su capacidad de
catalizar ciertas reacciones quimicas, también draifido el desarrollo de toda una
nueva gama de biosensores.[2,7] La utilizacion deamismos biol6gicos como sistemas
de reconocimiento ofrece varias ventajas sobrentesanismos quimicos; las mas
importantes estan asociadas a la alta especifigidadsibilidad del reconocimiento.

PROPIEDADES DE LOS SENSORES

La idoneidad de un sensor para cualquier aplicagarticular depende de su

performanceen diferentes sistemas y condiciones. Existenasapropiedades que

permiten definir estperformancey a partir de ellas es posible determinar la pEatypa

y las posibilidades reales de aplicacion practica:

Sensibilidad y limite de deteccidoha sensibilidad de un sensa&s la magnitud en la

seflal de salida (respuesta) producida por el cambiana unidad en la sefial de
entrada.[8] Por otro lado, Eensibilidad analiticaes el minimo cambio detectable en la
sefial de entrada.[8] En un sensor quimico, la sd@aéntrada esta definida por la




capacidad para transferir informacion entre en islema de reconocimiento y el
transductor. De estas dos propiedades dependmitd e deteccién o resolucion, que
representa la minima concentracion de analito tikcpor el sensor en el ensayo.[8]
La sensibilidad del sensovaria frente a diferentes concentraciones de tandbor
definicion, en el rango de respuesta lineal dekmerl valor de esta propiedad se
mantiene constante; esto quiere decir que camgpizdas en la concentracion del analito
producen cambios cuantitativos iguales en la seéantrada.[4] El rango dinamico es
otro parametro relacionado con &ensibilidad del sensorRepresenta la zona de
medicion activa y esta delimitada porskensibilidad analiticacomo limite inferior y por

la maxima concentracion de analito detectable cbhmibe superior.[4] A partir de este
altimo punto, el limite superior de deteccion, cenzia la zona de saturacién y es en ella
donde lasensibilidad del sens@e vuelve nula; esto significa que la sefial deadatno
se modifica a pesar del aumento de analito en eliog] De la futura aplicacion
practica del instrumento va a depender cual desgsémametros es mas importante
priorizar.

Facilidad de uso y costdunque no depende directamente de la tecnolagiaetlicion,

la facilidad de uso y el bajo costo siempre sopipaades deseables en cualquier tipo de
instrumento. Los sensores colorimétricos son pdaiimente sencillos de utilizar debido
a que evitan los dispositivos de procesamientdréleico. De todas formas, en el disefio
de nuevos sensores de este tipo se busca, emtseaspectos, la posibilidad de reducir al
minimo las operaciones previo a la medida o mejaramterfaz de reaccion de manera
de hacer lo mas cémodo posible la visualizacién acdehbio de color.[8] Para los
sensores que funcionan de manera discreta y eisian@ recuperables, es importante
evaluar el costo que implica cada ensayo particlhprecio por andlisis va a estar
determinado por el valor de cada uno de los compesealel sensor y por el volumen
utilizado en la medida.[8]

Rendimiento y Robustezlanto el rendimiento (cantidad de ensayos qu@usalen
realizar por unidad de tiempo) como la robusteagtabilidad del sensor para analizar
diferentes matrices) determinan las posibilidageses de aplicacion de un sensor para,
por ejemplo, ensayos tipo barrido.[8] En los sessarolorimétricos, es ideal que la
respuesta frente al agregado de la muestra sedlisiameg que no existan demasiados
elementos de la matriz que puedan interferir easlltado del ensayo.

SENSORES COMO INTRUMENTOS PARA ANALISIS DESCENTRALIZADOS

Uno de los aspectos mas interesantes que predatdsagrollo de sensores quimicos es
la posibilidad de descentralizar fisicamente eteso analitico. Durante mucho tiempo,
el andlisis quimico estaba centralizado en grafa@sratorios, lejos de los sitios de
muestreo, y solo podia ser llevado a cabo por petsspecializado. La evolucién de
esta forma de trabajo se veia muchas veces limgad#as caracteristicas fisicas y de
tamafio del instrumental necesario para las medidasr la compleja operativa que
implicaba el andlisis. Sin embargo, el rapido aeatientifico de las ultimas décadas ha
permitido reemplazar a los grandes y altamenteasdrados centros de procesamiento
por instrumentos moviles y automatizados que pemnmializar el analisis en el mismo
sitio de muestreo.[3] Estas técnicas de andlisis gtilizan sensores pequefios y
transportables cada vez atraen mas el interés e g los desarrolladores y de los
analistas. En especial, los sensores colorimétgeoadaptan muy bien a este tipo de



aplicaciones debido a que no precisan de ninglm dg instrumental analitico que
procese la informacién del transductor.[2] Otrosngjlos de sensores automaticos y
transportables son los sensores electroquimicaap dos electrodos selectivos para
iones o el electrodo de vidrio para pH.

El caracter de la sefial de transduccion de loosensolorimétricos muchas veces hace
imposible su utilizacion como instrumentos cuatitites, especialmente si el disefio no
incorpora dispositivos informéticos que proceserashbio de color. En determinados
sistemas, resulta demasiado complejo interpretadif@rentes transiciones cromaticas
dentro del rango dinamico y por eso no es facitias@ cada concentracion de analito
un tono de color en particular. Incluso, puede gueango dinamico del sensor sea
demasiado estrecho o directamente inexistente cmmeecuencia del modo en que
funciona la sefal de entrada. Asi, para facilitalisefio, muchos sensores colorimétricos
reconocen Unicamente dos estados del analitoreatidz: ausencia / presencia, 0 mejor,
concentracién por debajo de X / concentracién pwinga de X, siendo X el valor
umbral de concentracion de analito que “activaezisor y permite el cambio de color.
Este modo de funcionamiento convierte a los seasoorimeétricos en instrumentos
ideales para ensayos tipo positivo / negativo. ifarmacion que se obtiene de estos
ensayos se reduce a si la concentracion del amalila muestra esta por debajo o por
encima de este valor umbral.

Las aplicaciones practicas de los sensores tipiiaipg negativo muchas veces estan
asociadas a procedimientos de preseleccion, qusohan como analisis tipo barrido o
screening Esta forma de ensayo sirve como filtro primargoque permite analizar un
grupo relativamente grande de muestras y seleacamneellas de concentracion superior
al valor umbral del test para su posterior andlig® metodologias aprobadas
internacionalmente. La preseleccion evita el aisatigantitativo de la totalidad de las
muestras y se vuelve sumamente ventajosa en casds th ejecucion de este ultimo es
costosa en tiempo y dinero.

Ademas del resultado del ensayo en la forma positagativo, los sensores
colorimétricos reunen otras propiedades (faciliddel uso, resultado del ensayo
instantaneo, etc.) que los convierte en instrunseidieales para esta aplicacion.



PLOMO

PROPIEDADES GENERALES, APLICACIONES Y EXPOSICION AL PLOMO

El Plomo (Z = 82, masa atdmica = 207,2 uma) es etalnpesado que ha venido siendo
empleado por el hombre significativa y constanteémdrsde épocas pre-industriales. Su
amplia distribucion y facil extraccion y manejo Hamorecido su explotacion a lo largo
de la historia y han permitido su uso en una gmamidad de aplicaciones social e
industrialmente relevantes.[9]

Desde épocas del imperio romano (500 A.C.) y hagthace muchas décadas atras el
Plomo metalico era el material mas comunmentezatih en la construccion de cafierias
para la distribucibn de agua. Mas recientementedjpios del s. XX), diferentes
propiedades quimicas asociadas a este metal pEoENIti su incorporacion,
principalmente como aditivo, en varios productodadienados a la industria
petroquimica, como la gasolina, las pinturas d&srias.[9]

Tabla 1: Propiedades generales del Plomo

Simbolo quimico Pb Grupo, periodo, bloque 14,6, p
NUmero atémico 82 P. de Fusién 327.4°C
Peso atomico 207.2 Densidad 11.34 g/cm
Configuracién electronica| [Xe] 45d'° 6§ 6p° | Electronegatividad 2.33

Radio atémico 175 pm Estados de Oxidacion 2,4

Aspecto Metal gris-azulado, tono opaco y apagalixilfte e inelastico
Abundancia isotépica 209pp (1,4%) °%Pb (24.1%F°'Pb (22.1%)?Pb (52.4%)

El extendido uso industrial ha convertido al Ploemoun elemento habitual en el entorno
urbano y su presencia puede rastrearse en el selelmre y el agua de las zonas
altamente industrializadas. Sin embargo, el cootdatecto y la exposicion constante
con este metal resulta por demas problematicaynasausa comun asociada a varias
patologias médicas. La contaminacion por Plomonesde los problemas de salud mas
comunes en varias regiones del mundo; se creefqu@a 1 de cada 5 personas que
vive en areas urbanizadas. En especial, la polblagié mas sufre las consecuencias de
este problema son los nifios menores de 5 afios.[10]

La contaminacién ambiental y el origen de las fagmte exposicion estan directamente
relacionadas al uso industrial del Plomo en difeseproductos:

La gasolina con Plomo ha sido utilizada durante grarte del s. XX y en Uruguay su
comercializacion recién se prohibié en 2003. Egdaolina, el Plomo forma parte del
compuesto organico tetraetilo de Plomo que acté@antidetonante.[10] La liberacion
de los gases posterior a la quema del combustibllse motores de combustion re-
introducia al metal en la atmosfera, resultandodenéas fuentes de contaminacion mas
importantes en el ambiente urbano. Estudios rezsetaambién han demostrado que la
principal causa de contaminacién con Plomo en sus#odebe a la deposicion de estos
gases liberados por los automdviles.

La presencia de Plomo en pinturas, en especialllaguempleadas en juguetes para
nifos y pinturas para exteriores, también ha sig@ntada como una importante fuente
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de exposicion. En Estados Unidos, el uso de pistcoa Plomo fue prohibido en 1978
luego de que se registraran varios casos de i@toi®ic en nifios asociada a esta fuente.
Uruguay todavia no cuenta con una legislacion ggale la fabricacion de este tipo de
pinturas, pero las industrias del &rea ya han ceattna reducir el contenido de Plomo
en sus productos.[10]

Muchos de los desechos originados en fabricas Midas a la industria pesada
(fundiciones, combustibles, etc.) tienen alto coitte de Plomo, y se ha reportado que la
contaminacion de los suelos aumenta significativaenen las areas que bordean estos
establecimientos.[11] La situacion se vuelve esp@ante comprometida cuando
existen zonas pobladas en las cercanias de ldasalmue, como consecuencia de su
ubicacién, resultan fuertemente afectadas por Haisienes industriales. La utilizacion
de desechos con Plomo (baterias, residuos indastriatc.) como relleno sanitario
también favorece al aumento de la concentraciome&l en el suelo.[9, 12]

Otras fuentes de exposicibn ambiental reportadasgrms autores son: agua para beber
que circula por caferias de Plomo, cosméticos lolecéion casera, lozas vidriadas y
latas con soldadura de Plomo utilizadas para alnga@dimentos.[12]

Aparte de las fuentes ambientales, el Plomo tandsam gran contaminante quimico de
los lugares de trabajo, y la exposicidon y contagidmaocupacional afecta a una gran
cantidad de trabajadores de diferentes industt@®o los recuperadores de Plomo de
fuentes secundarias (fundiciones), los plomerosti@immjan con cafierias antiguas o los
fabricantes de pinturas y baterias.[13]

CONTAMINACION POR PLOMO

El Plomo ambiental de las diferentes fuentes psedénhalado y absorbido a través del
sistema respiratorio o ingerido y absorbido pdragto gastrointestinal. La intoxicacion
0 envenenamiento se conoce como Plombemia, y estado mas avanzado, cuando la
intoxicacién es cronica, se denomina SaturnismoPIBmo absorbido circula por el
torrente sanguineo y se distribuya a los diferesiemas del organismo. En especial,
los sistemas que resultan mas afectados son eloservgastrointestinal, renal y
hematopoyético.[9]

A nivel bioquimico, la toxicidad del Plomo es cangencia de varias interacciones:

El Plomo tiene especial afinidad por el grupo &idfilo (SH) de las proteinas, y se une
a ellos a través de enlaces covalentes (346 kl.mol"). La unién del Plomo a este
atomo modifica la geometria de la proteina y altecampletamente la funcion
enziméatica.[14] Estudios mas recientes tambiénrbaalado que se une fuertemente a
los sitios del zinc y el calcio en diferentes piods, aprovechandose de cierta similitud
guimica con estos dos elementos (en la carga,j@opt); el intercambio de &tomos de
Plomo por zinc o calcio también altera la estructproteica y la actividad de la
enzima.[15] En el sistema hematopoyético, la btesia del grupo hemo se ve
especialmente afectada, incluso por cantidadea tlak metal en la sangre. EI Plomo
sustituye a los &tomos de zinc en la enzima &aidiaaevulinico deshidratasa (ALAD),
responsable de la sintesis de precursores deiparéirtravés de la conversion de acido
aminolevulinico (ALA) a porfobilinogeno (PBG). Laigtitucion en el centro catalitico
inhibe la actividad de la proteina y desencadenaclanulacion del precursor ALA,
potente neurotdxico que puede depositarse en jiolwgesi no excreta con suficiente
rapidez.[16] Niveles de ALA por encima del promedmtabdlico se utilizan como
indicadores indirectos de intoxicacion por Plomoslcasos de anemia reportados y
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vinculados de forma directa con la contaminacion &domo son resultado de la
deficiencia de grupos hemo, como consecuencia ldgueo en la ruta de sintesis de
porfirinas.[17]

La contaminacién con Plomo se diagnostica directéen través del andlisis de sangre.
Debido que este metal no cumple ningun rol bioldgn el organismo, no existen
niveles de contaminacion recomendables ni 100%uftesf. Sin embargo, el cuerpo
humano ofrece cierto margen de tolerancia con esimento y eso permite que los
organismos internacionales pueden fijar difereliteges de intoxicacion.[10]

Tabla 2: Clasificacion y recomendaciones de la Central of Disease Control (CDC) para los
diferentes niveles de Plomo en sangre

Clase | Plombemia (ug/L) Recomendaciones y Tratamiemt

I 0-90 Sin peligro inmediato

Buscar fuente/s de exposicion y eliminarla/s; edidcel
A 100 - 140 acerca de la exposicion y prevencion de la contacion
con Plomo. Realizar controles periddicos

Buscar fuente/s de exposicion y eliminarla/s; edidcel
acerca de la exposicion y prevencion de la contacion
1B 150 - 190 con Plomo. Realizar controles periddicos. Si satimaen
los niveles de Plomo, re-investigar el medio y ireal
intervencion eficaz sobre la/s fuente/s.

Retirada inmediata de la/s fuente/s de exposickin|

I 200 - 440 paciente debe recibir tratamiento médico.
Retirada inmediata de la/s fuente/s de exposickin|
v 450 - 690 paciente debe recibir atenciobn médica para tratemieon
quelantes.
Nivel de emergencia médica. El paciente debe | ser
\Y > 700 hospitalizado de inmediato y recibir tratamienton ¢co

quelantes.

Para el Center of Disease Control (CDC) de Estddoglos y el World Health
Organization (WHO), cantidades de Plomo en sangrespcima de 100 pg/L (100 ppb,
0 aproximadamente 0.5 puM) son suficientes paraeocaar a tomar medidas de
intervencion y combate activo. Ademas, el CDC t@mbtiene elaborado una
clasificacion con los diferentes niveles de conteion y las recomendaciones médicas
y tratamientos para cada situacion (Tabla 2).[X0]d?ro lado, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) fija dimite de tolerancia biologican 100 pg/L en nifios y 250 pg/L
en adultos.[18]

" De acuerdo a la referencia bibliografica, el término plombemia es utilizado indistintamente para
referirse a la patologia médica asociada a la intoxicacion, o al parametro que indica el contenido real de
Plomo que circula en sangre, incluso en personas no contaminadas y que no manifiestan ningln sintoma;
la unidad de medida de este pardmetro es masa de Plomo sobre volumen de sangre. En este texto se
utiliza la segunda acepcion.
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En Uruguay, la problematica de la contaminacion B@mo se ignoré completamente
durante varias décadas y recién adquirié notoriettad996, después del aparicion del
trabajo publicado por el Departamento de Toxic@ogi Higiene Ambiental de la
Facultad de Quimica de la Universidad de la Repalpli2] En el articulo, se reportaba
que el 36% de los nifios analizados (mas de 1 de3)a@nian niveles de plombemia por
encima del limite de intervencién de la CDC y WH(Q pg/L) (Figura 1). Este
porcentaje, aclaran, es sensiblemente mayor a bbsnidos en estudios similares
realizados en paises europeos. También se repaytablaabia una marcada correlacion
entre el nivel de intoxicacion y la edad de lososifios valores de plombemia mas altos
se registraban en nifios de menor edad. Esta nelaeesilta por demas preocupante, ya
que la intoxicacion a edades muy tempranas compeolag etapas mas importantes del
desarrollo biolégico.

Desde la publicacion de este trabajo se han toralgdmas medidas (la eliminacion del
Plomo en las naftas, por ejemplo) que han perminikigar o directamente eliminar
diferentes fuentes de exposicion. Sin embargocés®s de contaminacion todavia no
han desaparecido y el problema central esta lejosotlicionarse. Por estos motivos
resulta necesario tomar las medidas adecuadasedengion y accion para erradicar al
problema completamente.
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Figura 1: Resultados del estudio de contaminacién por Plomo realizado por la Facultad de Quimica de la
Universidad de la Republica (Uruguay). Se muestran los niveles de Plomo en sangre en nifios de diferentes
edades (circulos: varones; cruces: nifias). La linea a 100 pg/L corresponde con el limite de intervencion de
la WHO. Adaptado de Ref. [12]

Para disefiar un sistema de contencidén que perfiritana 0 mitigar la contaminacién
con Plomo es necesario, ante todo, delimitar aollagion de riesgo. Después, el
diagnostico clinico de todas estas personas pedmideterminar quiénes estan
contaminadas y precisan del tratamiento médicaespandiente.

En Uruguay, el andlisis de Plomo en sangre soleakza en la Facultad de Quimica
(método de espectrometria de absorcion atomicahoom de grafito) y en el Hospital
Filtro (método voltamperométrico). Sin embargo,cpacidad analitica de estos dos
establecimientos es insuficiente para diagnostctda la poblacion de riesgo. En este
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contexto, el desarrollo de un sensor sencillo yatoapara la deteccion de Plomo en
sangre como el propuesto en este trabajo, pemrnitinnentar esta capacidad de medida,
de forma de poder estudiar a toda la poblacionielge y detectar a las personas
intoxicadas para incorporarlas al sistema primaeosalud. Un sensor colorimétrico
positivo/negativo puede ser utilizado en ensayps tharrido y permitird analizar
multiples muestras (toda la poblacién de riesge),mhnera de seleccionar aquellas
potencialmente contaminadas para su posteriorsa@or las metodologias aprobadas
internacionalmente.

Adicionalmente, el sensor también facilitaria ellesis obligatorio de plombemia de los
trabajadores expuestos a este contaminante, segtipulz la Ley No. 17.774
promulgada por el Poder Ejecutivo en el afio 2064.[1

IDENTIFICACION DE PLOMO

Existen varios métodos, clasicos e instrumentale permiten la deteccion y la
cuantificacion de Plomo. En una solucién acuosadifa determinacion cualitativa del
ion Pb(Il) esta incorporada en las marchas anaitetdsicas. Dentro de estos métodos,
la verificacion se realiza mediante el agregadoadelo clorhidrico para lograr la
precipitacion de cloruro de Plomo (PBCY otras sales de cloro (AgCl o ¥g,, por
ejemplo), la filtracién y redisolucion del prechuito en agua caliente (el cloruro de
Plomo es el Unico que se disuelve en este casa)oymacion de un nuevo precipitado
amarillo frente al agregado de cromato de potatacsalucion en caliente.[19]

La cuantificacion analitica clasica, el Método @e Ditizona, es un procedimiento
colorimétrico que tiene como principio la extraccidel Pb(ll) de una solucion acuosa
acidulada con ditizona en cloroformo para formaiodionato de Plomo, de color rojo
cereza caracteristico; la absorbancia del ext@gcianico a 460nm sirve como indicador
de la concentracion de Pb(ll) en la solucién aagi Sin embargo, este procedimiento
ha caido en desuso frente a los métodos instrutesntaas recientes debido a su
costosa operativa, poca precision y relativamditdimite de deteccion.[19-20]

Los métodos instrumentales comunmente empleadosecpmendados para la
determinacion de Plomo son: Espectrometria de AlisoAtomica a la Llama (FAAS)
y en Horno de Grafito (GFAAS), Espectrometria deididn Atomica por Plasma
Acoplado Inductivamente (ICP/AES), Espectrometrégandasa por Plasma Acoplado
Inductivamente (ICP/MS), y Voltamperometria de setlicion anddica (ASV).[21] Los
limites de deteccion de cada técnica pueden wdiacuerdo a la matriz y el tratamiento
realizado a la muestra (Tabla 3). En general, Igonia de estos equipos precisan de
muestras previamente digeridas y con pocas espa@ess al analito que puedan
interferir en la medida.[19, 21]

El analisis tipico por FAAS puede detectar nivalesPlomo en el entorno de 0.1 ppm,
mientras que la incorporacion del horno de graditoGFAAS puede llevar al limite de
deteccién a casi 1 ppb. Este ultimo procedimiesteleecomendado por los diferentes
organismos de referencia (EPA, OMS) para realizanalisis de Pb(ll) en sangre.[21]
Los métodos inductivos también tienen limites dedsdn en el entorno de partes por
billon (10 ppb para ICP/AAS y 0.1 ppb para ICP/MB@ro requieren de tratamientos
previos mas complejos e instrumental mas sofisticadcostoso. El procedimiento
voltamperométrico puede medir concentraciones d&altappb.[21]

14



Tabla 3: Métodos utilizados en analisis de Plomo en sangre, tratamiento sobre la muestra y

limite de deteccién de cada uno de ellos

Metexchang®

Limite de
Método Analitico Tratamiento de la Muestra Deteccion | Referencia
(ppb)
FAAS Digestion con HN@ 500 [22]
Digestion con HN@ quelacion con
FAAS APDC y extraccion con metil- 50 [23]
isobutil-cetona
Digestion y dilucion con Triton X-
GFAAS 100°, HNO; y fosfato de amonio 2 [24]
GFAAS Incineracion en mufla y redisolucion 4 [25]
ICP/MS Incineracion en mufla y redisolucio 0.1 [25]
ICP/AES Digestion con HN@HCIO4-H,SO, 10 [26]
ASV Digestion en HCIQo extraccion cor 5 *

" Resultados experimentales obtenidos en el Laboratorio de Biomateriales, Facultad de Ciencias.
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SENSORES COMO PRODUCTOS DE INVESTIGACION
INTERDISCIPLINARIA

De acuerdo a las caracteristicas y exigenciasgdilerentes componentes de un sensor
quimico, existe la posibilidad de incorporar y camab en un mismo dispositivo
materiales que, en principio, tienen muy pocos efldgns en comun. Cada uno de los
componentes que forma parte del sensor puede prodenareas del conocimiento
cientifico completamente disimiles, pero que sirb&mo son capaces de proveer los
elementos que mejor se ajustan a una de las fiexiespecificas del instrumento. La
integracion de estos elementos en un Unico sisydmaapacidad de transferir y vincular
la informacién entre ellos permite construir dispess sumamente novedosos y
efectivos.

En los ultimos afios, la utilizacion e integraci@ndiferentes materiales, especialmente
aquellos productos asociados a la investigaciorNanotecnologia, ha permitido el
desarrollo de una enorme cantidad de instrumengsnddicion. En especial, el
desarrollo de sensores quimicos a partir de natioplas metalicas y ADN funcional se
ha transformado en un &rea de investigacion corelaxes resultados.[2] Las
nanoparticulas metélicas pueden actuar como sist&sonsable de la sefal de
deteccién, debido a que sus propiedades fisicdsr(coampo magnético asociado,
conductividad, etc.) cambian con el estado de agrég del sistema. Por otro lado, el
ADN funcional puede actuar como sistema de recomeaito de diferentes especies
quimicas.[2, 7]

Los sensores construidos a partir de estos dosatemtienen las caracteristicas tipicas
de los instrumentos de medicion para analisis aéstzados. En especial, los sensores
colorimétricos diseflados con nanoparticulas de gdesentan un enorme potencial en
este tipo de aplicaciones analiticas.

En los ultimos afios (sobre todo en la segunda rditkdld pasada década) varios equipos
de investigacion han desarrollado dispositivos cepade censar e identificar la
presencia de diferentes analitos.[2] Sin embargay npocos de los sensores
desarrollados han sido utilizados en aplicaciorates, a pesar de las varias ventajas y
facilidades que, en principio, puede presentarnsplen en estos casos. Probablemente,
uno de los objetivos a futuro consista en encomwlifarentes campos de aplicacion que
puedan verse beneficiados con el empleo de ested@psensores. En este sentido, el
desarrollo de un sensor colorimétrico para la @ghecde Plomo y su potencial uso en
andlisis de sangre implicaria una primera aproxiomaa una aplicacion practica real de
un disefio que, hasta ahora, solo ha sido ensayaeldaboratorio en muestras sintéticas
sin interés analitico.

El sensor colorimétrico para la deteccion de Plfumgiona a través de la integracion de
dos componentes, responsables por separado dearnsddiccion de la sefal y el
reconocimiento del metal.[27] Estos dos materigdes el resultado de areas del
conocimiento completamente diferentes; por tanie,@incipios pueden ser estudiados
y entendidos por separado. Una vez detalladagdgsgplades de cada uno de ellos, va a
ser posible comprender cdmo se integran y permjtenfuncionen como instrumento de
medicion.
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NANOTECNOLOGIA Y NANOPARTICULAS

INTRODUCCION

La Nanotecnologia es un area de investigaciondistgplinaria que trata sobre las
diferentes estructuras de la materia a escala nétnoe El prefijo nano hace referencia
a la milmillonésima parte de una unidad, en ess®,cka milmillonésima parte de un
metro. A esta escala, se logra manipular la matiriectamente a nivel atdmico y
molecular.[28]

La “United States Science Foundation” define a émdtiencia/Nanotecnologia como el

estudio de materiales y sistemas que poseen lagsigs propiedades clave:

1- Dimension: al menos una de las dimensiones delnsegstiebe ser menor de 100nm

2- Proceso: disefiadas con metodologias que permitamotar los atributos fisicos y
quimicos de estructuras a escala molecular.

3- Propiedades de “construccién-en-bloque”: los siatemanoestructurados pueden ser
combinadas para formar estructuras mas grandesgperconservan las propiedades
de sus bloques constituyentes.[29]

La Nanotecnologia se nutre de varias disciplinastificas clasicas, como la fisica, la

guimica o la informatica, y sus avances, la cread& nuevas estructuras, afecta y tiene

aplicaciones en areas tan diversas como la medicida agroindustria o las
telecomunicaciones.[28-29]

Hay varias razones que explican por qué la Nanotegia se ha vuelto un area de

investigacién tan relevante en los ultimos tiempos:

- Las propiedades cuanticas de los electronesrsénflaenciadas por variaciones en su

entorno mas cercano, definido por un radio de yoe®s nanémetros de distancia. En

los elementos nanoestructurados, con una distdbudefinida y controlada a escala
atomica durante la sintesis, el entorno diferereniatstos electrones permite que algunas
propiedades micro y macroscopicas del sistema igotades Opticas o magnéticas,
conductividad, etc.) pueden variar sin que camdieoimposicion quimica del material
original.

- Las nanomateriales poseen una relacion supétéisiafio muy alta, y pueden tener una

densidad y conductividad mayor a las estructurasales. Estas propiedades posibilitan

Su uso en una enorme cantidad de aplicacionesyajuelesde el almacenamiento de

energia y el transporte de farmacos al desarrobo dispositivos eléctricos vy

semiconductores.

- La combinacion de procesos bioldgicos, organigade forma sistematica a escala

atomica y molecular, y la investigacion y desaoralle nanomateriales capaces de

interactuar con estos sistemas también resulta ampe de investigacion muy

prometedor. Los trabajos en esta area permitir@stagr nanoestructuras artificiales, y

vincularlas con sistemas vivos para potenciar fumes especificas en células y

tejidos.[30]

HISTORIA

Se puede decir que la Nanotecnologia como diseigientifica tuvo un nacimiento
“tedrico” varios afios antes de consolidarse conmopcade investigacion real. En 1959,
el fisico Richard Feynman en la famosa conferetiititada “There's Plenty of Room at
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the Bottom”, planteaba como la posibilidad de malsipla materia atomo por atomo no
viola ninguna ley de la naturaleza y que si todaiase habia alcanzado ese nivel de
control sobre los elementos se debia solo a lilitas puramente tecnoldgicas.[31] A
partir de este razonamiento, también planteaba ceimgambio en la escala de
manipulacion podia alterar las magnitudes de vdBosmenos fisicos y conjeturaba
sobre el potencial de las estructuras creadas estm tgpo de tecnologia.[31] Sin
embargo, no fue hasta la década de los 80s quarlatécnologia abandon6 su status de
hip6tesis como resultado de la convergencia deovavances técnicos y cientificos
realizados en esos afos. La invencion del microgampefecto tunel (STM) en 1981, el
desarrollo de la microscopia de fuerza atdbmica (AEN 1984 y el descubrimiento de
los fulerenos en 1985, son los tres grandes adom&tos que suelen definir el
nacimiento de esta ciencia.[29] Asi, una vez cadadh como disciplina cientifica, la
Nanotecnologia también incorporé y fue asociadarasoareas de investigacion ya
existentes, como por ejemplo, el estudio de inteday sistemas coloidales.[32] El
trabajo en Nanotecnologia continué creciendo esitasentes décadas, y a principios de
este nuevo siglo logré consolidarse como una ddit$plinas con mayor proyeccion y
potencial en todo el ambito cientifico. Actualmenti&s investigaciones en
Nanotecnologia constituyen un espectro de actieislague abarca casi todas las
disciplinas cientificas clasicas, y que prometenlaeplataforma de la proxima gran
revolucién industrial. Sin embargo, el rapido desr de estas tecnologias y las
caracteristicas de los avances logrados hasta aftenmeean una enorme cantidad de
debates sobre las implicancias, regulaciones \blessaplicaciones de los resultados, y
los productos y beneficios sociales que podemosnebtde ellos. En este sentido, los
organismos internacionales y estatales, con unécipacién activa de toda la
comunidad cientifica, tienen la necesidad de evadllampacto en todas sus aristas,
social, ética, ambiental y politica, con el objetdle que la investigacion en este campo
reporte los mayores beneficios a la sociedad @osjunto.[28-29]

NANOPARTICULAS METALICAS

Como ya se menciond anteriormente, las aplicacighe$ estudio de los sistemas

coloidales metalicos es anterior a la consolidadéa Nanotecnologia como disciplina

cientifica. Las nanoparticulas de oro, plata yrbido coloides metalicos, como se

llamaban en ese entonces) se han utilizado conmogpitps en vidrios y telas desde hace
varios siglos debido a sus propiedades épticadorenicos. La sintesis de este tipo
de estructuras no se aleja demasiado de los pmiggdos quimicos clasicos, y por eso
fue posibles desarrollar varias técnicas de shtéstluso antes de conocer los

fendmenos fisicos detras de estos sistemas.[28]

En la década de 1850, Michael Faraday comenzolastuaio cientifico de los sistemas
coloidales metdlicos, y en particular, de los aw#sicon oro. El trabajo en esta area le
permitié desarrollar un método de sintesis de namigoilas de Oro puras por medio de
la reduccion con fosforo. Mas tarde, las basecal$side los fenémenos 6pticos
observados en las nanoparticulas fueron descrita8@l en las ecuaciones de Maxwell.
En 1904, Gustav Mie presentd soluciones algebragastas a estas ecuaciones que
permitian describir la dispersion de las ondas teewmgnéticas por cuerpos
esféricos.[28, 33] A través de estas solucioneqosible calcular los coeficientes de
extincion molar y las propiedades Opticas de, pmplo, las nanoparticulas esféricas de
oro, de acuerdo a la ecuacion:
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Toxt =

dondeV es el volumen de la particutala velocidad de la luzy la frecuencia angular de
la onda electromagnética incidenég,la constante dieléctrica del medio externa; y

& describen las componentes real e imaginaria réggewente de la funcion dieléctrica
del material de la particula.[34]

El coeficiente de extincidmex, Se vuelve significativo a medida que el denominador
adquiere dimensiones cada vez menores; esto sedogndas(w) = -26n.[34]

La ec. 1 también permite calcular la frecuencia mleb de maxima absorcion para
particulas esféricas de volumen y medio exterrg &ij analizawey en funcion dev se
puede obtener una aproximacion teorica del espdetabsorcion para cualquier sistema
compuesto por figuras geométricas de este tipo.

Los conceptos plasmon y resonancia del plasmom etéctamente relacionados con
las propiedades Opticas de las nanoparticulas.douama particula metalica esférica es
irradiada con una onda electromagnética, la oséiladel campo eléctrico de la onda
genera una oscilacion coherente de los electroeésmetal (Figura 2).[33] Este
fendmeno se denomina resonancia del plasmon, pdogia al movimiento de los iones
en un plasma.[28, 35] La frecuencia de vibracioresi@ nube electrénica, el plasmon
(0p), se relaciona con la energia de acuerdo a laciécude Planck:

Ep=hxwp (2)

dondeE; es la energia del plasmon y h es la constantéatel[28]

Metal
(sphere

H

Figura 2: Esquema ilustrativo de la resonancia del plasmdén. Se representa la oscilacion de la nube
electrénica del metal (en verde) cuando una onda electromagnética atraviesa la particula (en gris).
Adaptado de Ref. [35]

En un cuerpo metdlico cualquiera, el alcance deesmnancia del plasmén depende
directamente de la relacion area/volumen, la fogeamétrica y el tamafio de la/s
particula/s. Para objetos de dimensiones macrasgipila gran mayoria de los
electrones se encuentran confinados dentro deimasiuinterno del metal, formando
parte del enlace metélico del bloque. Como consetaicla energia y el momento de los
fotones que pueden incidir sobre la sustancia,catdidad de electrones inmediatos a la
interfase metal/ambiente no son suficientes paableser una resonancia del plasmén
significativa.En cambio, en algunos objetos nanoestructuradgea®etrias especificas
y que poseen una relacion area/volumen mucho mgertamte, la incidencia de las
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ondas electromagnéticas sobre la extensa superfieidlica origina una resonancia

apreciable de los electrones inmediatos a la aserflLa vibracion de este grupo de
electrones se denomina resonancia del plasmon figigle(SRP, por sus siglas en

inglés), y se vuelve significativa cuando el nUmeeoelectrones en la superficie es de
ordenes similares al niumero de electrones interaggonsables del enlace metélico
intra-particula.[28]

En estos sistemas, la frecuencia de la onda efeatnoética absorbida y responsable de
la resonancia depende también del entorno mas iatoedel elemento. En algunas

nanoparticulas metalicas, la frecuencia de esterpéximo de absorcion cae dentro del
rango visible del espectro y eso genera los colesscteristicos de los coloides

metalicos.[28, 35]

NANOPARTICULAS DE ORO

Dentro de los elementos que pueden formar nancéstas, las nanoparticulas de Oro
(Z = 79, masa atébmica = 197.0 uma) han sido unlosisistemas mas estudiados y uno
de los que ha encontrado mas aplicaciones practieata ahora. Las inusuales
propiedades o6pticas de las nanoparticulas de OwdNRA a partir de ahora), su
electroquimica dependiente del tamafio, y su atebiisad quimica las han convertido
en un excelente modelo para la investigacion désaenomenos, como el auto-
ensamblaje, biomarcado, catdlisis, teorias defewrgia de electrones, transferencia de
fase o crecimiento de cristales. Estas mismas gulages también han permitido su
aplicacién e incorporacion en dispositivos e insgntos de una amplia variedad de
disciplinas vinculadas con alta tecnologia, como nlécroscopia electrénica, la
electrénica, la ciencia de los materiales y el aela de sensores para metales,
moléculas organicas y biomoléculas.[32, 36]

Hasta el momento se han desarrollado varios métqdespermiten sintetizar AuNPs.
Sin embargo, la mayoria de ellos comparte el mipnmcipio de sintesis y la misma
reaccion electroquimica: la nanoestructuras de Atalco se forman por la reduccion
controlada de iones Au(lll) o Au(l) disueltos enmedio liquido. Las caracteristicas del
medio de reaccion y la naturaleza y concentracglnagente reductor determinan las
propiedades, el tamafo y la forma de las AuNPsnatde en el proceso. Los distintos
mecanismos de sintesis requieren, ademas, la pr@s: un agente estabilizador que
recubra a las nanoparticulas formadas y mantergisteia coloidal estable.[28]

El método de sintesis de AuNPs mas simple y difimdue desarrollado por J.
Turkevich en 1951, refinado por G. Frens en la déael setenta, y es universalmente
conocido por el apellido de estos dos cientifiddetodo de Turkevich o Método de
Frens segun la referencia bibliogréafica). El prateento, que permite obtener particulas
esféricas monodispersas en solucién acuosa, esarnalizacion de los procesos de
sintesis utilizados histéricamente.[37-38]

La reaccion de los iones Au(lll) (derivados deldadietracloroaurico, HAuG) se realiza
en un medio acuoso calentado a 100°, y utilizatoitde sodio como agente reductor.
Este dltimo compuesto también recubre y actla cagente estabilizador de las AuUNPs
formadas en la reaccion.[37] El proceso de sintesi®l método de Turkevich esta
gobernado por un mecanismo termodinamico; estaeuiecir que la alta energia del
sistema (en este caso, consecuencia de la tempedaiusolvente), el exceso de agente
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reductor y el extenso tiempo de reaccion determiadarmacion de AuNPs esféricas,
la forma geométrica mas estable termodinamicamente.

La formacion de las AuNPs en el proceso se evidepor un rapido cambio del color
del sistema de reaccion: después de la adiciéitrdéoade sodio, la solucion de HAuCI
pierde el color amarillo palido caracteristico de $oluciones de Au(lll) y se torna rojo
intenso. Entremedio, durante el proceso de nudeadia solucion adquiere una
coloracion azul oscuro, casi negro. El pico de atddon del plasmon superficial de la
solucion de AuNPs obtenidas por este método sea uitre 515-530nm y depende del
tamarno promedio de las particulas sintetizadas.[34]

OTROS METODOS DE SINTESIS DE AuNPs:

El método de Brust fue desarrollado por Brust y Schiffrin a principios de los noventa,
y permite sintetizar AuNPs en solventes organicos apolares. El procedimiento se
realiza en un sistema compuesto por dos fases e involucra la reaccién de Au(lll)
presente en la fase acuosa con bromuro de tetraoctilamonio (TOAB) y borohidruro
de sodio, que actuan como anticoagulante y agente reductor respectivamente. El
TOAB es un catalizador de transferencia de fase y permite el pasaje de las AuNPs del
agua al solvente organico; ademas, también actia como agente estabilizante en la
fase orgénica. Otros métodos de sintesis que emplean borohidruro de sodio en
medio acuoso permiten sintetizar AuNPs de didametros cercanos a 1nm. Sin embargo,
los sistemas coloidales que se obtienen en estas sintesis no suelen ser demasiado
estables.

El método de Perrault, desarrollado en 2009, es una variante del método de Frens.
Utiliza quinidrona como agente reductor e incorpora AuNPs que actlian como origen
de siembra para la nueva sintesis. Este procedimiento permite obtener AuNPs de
entre 30-250nm con una menor dispersién de tamanos que el método de Turkevich.
También se han desarrollado métodos de sintesis que utilizan agentes reductores
tales como aminoacidos, hidrogeno gaseoso o incluso electrones libres directamente
inyectados al sistema.

El método de Turkevich permite sintetizar AUNPs d@metros de entre 8-150nm y una
dispersion del 95% menor de alrededor de 10% estiggees bien controladas.[34] El
diametro promedio del producto de la sintesis dépeale la proporcion HAugtitrato

en el medio de reaccion. G. Frens estudié por panvez esta relaciéon en 1973 y
demostré que el diametro de las AUNPs aumenta &@megde se afiade menos cantidad
de agente reductor (Figura 2).[38] En ese mismadesty en otros mas recientes
también se detalla que la sintesis de AuNPs mayares00nm utilizando este
procedimiento requiere de tiempos de reaccién m#sngos, y que, ademas, no se
logran distribuciones homogéneas de las parti¢8tg38]

La influencia del citrato en el tamafio de las AulSEsree se debe méas a su rol como
mediador del pH que como agente reductor. Al valignH del sistema, el propio citrato
de sodio y los complejos de Au(lll) presentes enmgldio de reaccidon cambian
marcadamente su reactividad. Estas variacionesrajeneambios estructurales que
influyen en las rutas de reaccion y en la natueatkzlos productos de la sintesis.[39]
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Experimental Data on the Preparation of Mono-disperse Gold

Sols
Amount of
Solution 1T Diameter
Sol (rml.) {A) Colour  foiue (8)  Frpals)
A 1.00 160 Orange 25 145
B 0,75 245 Red 25 120
C .50 410 Red 25 T0
[B] 0,30 715 dark red * 40 140
E 021 975 viglet * 60 435
F 016 1470 violet * &0 850

*With a vellow Tvndall effect of the scattered light.

Figura 3: Resultados de las diferentes sintesis realizadas por G. Frens con cantidades variables de citrato de
sodio. La concentracion de la “Solution II” es de 10 g de citrato de sodio / Litro. ty,. Y t,q indican el tiempo
que demord a la solucidn en tornarse azul y roja respectivamente Adaptado de Ref. [38]

El empleo de diferentes agentes reductores tanpiéde variar el tamafio de las AUNPs
sintetizadas. En especial, la rapidez en la desgsicipn y/o el potencial redox de estos
reactivos tienen una marcada influencia en losymuod de la reaccion. Una reduccion
rapida a través de un agente reductor fuerte aanebnitmo de nucleacion, disminuye la
disponibilidad de atomos para el crecimiento detled) e induce la formacion de

AuNPs mas pequefas. Este argumento explica pos@wbtienen nanoparticulas mas
pequefas cuando se utiliza un agente reductoref(@orohidruro de sodio) en lugar de
uno deébil (citrato de sodio).

Las propiedades opticas de las AuNPs dependenrites ¥actores. Para nanoparticulas
esféricas aisladas, el espectro de absorcion détns coloidal esta fuertemente
determinado por el diametro promedio de las espamiesuspension. El analisis de las
soluciones de Mie y los resultados experimentagediférentes estudios prueban que el
pico maximo de absorcion del plasmon superficialsee a longitudes de onda mayores
a medida que aumenta el tamafio de las AuNPs (FHgugal, 40-41]

A nivel macroscopico, esto se traduce en una t#mside color que va del rojo-
anaranjado hacia el violeta-azulado (Figura 5).[42]

585 - '_/ﬁ_' 1
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Figura 4: Posicién del pico del plasmdn superficial en funcidén del tamafio de las AuNPs. Se grafican circulos
(resultados del calculo tedrico) y triangulos (resultados de medidas experimentales), y se realiza un ajuste
exponencial con toda la serie de datos. Adaptado de Ref. [41]
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Figura 5: Nanoparticulas esféricas de oro de diferentes tamanfios sintetizadas por el Método de Turkevich.
Se observa la transicion del color a medida que aumenta el didmetro de la particula. Adaptado de Ref. [42]

Aparte, la forma general del espectro puede vefsetamla por la presencia de
nanoparticulas no esféricas, con la aparicion da@slpicos 0 pisos de absorcion de
fondo mas significativos.[34]

El proceso de nucleacion y crecimiento durantdriesis también ha sido ampliamente
estudiado. Las primeras hipétesis planteadas pdweVich y Frens proponian dos etapas
diferenciadas en la formacién de AuNPs: primeraalada creacion de nudcleos por la
reduccion de Au(lll), y segundo, el crecimientmntrolado por difusion de los
cristales originales.[37-38] El tamafio y la distildn de los cristales formados en el
proceso seguian los principios del Modelo de Laffegura 6).[43] Sin embargo, este
modelo de desarrollo no se ajusta de forma exadeta @servaciones realizadas sobre la
evolucion temporal de las nanoparticulas.

Monodisperse Colloid Growth (La Mer)

_ Nucleation

Nucleation Threshold

Injection
: f From Solution

Ostwald Ripening _ Staturation

Concentration of Precursors  »
(arbitrary units)

PN ST Y ALl ] S e S O
400 600 800 1{)0{]‘

‘ Time |

(Seconds) y

Figura 6: Etapas de nucleacidn y crecimiento para cristales y nanoparticulas segun el Modelo de LaMer.
Adaptado de Ref. [43]

Un nuevo mecanismo descrito a principios de la dgaasada propone una etapa
novedosa posterior a la nucleacion de los cristales nanoparticulas de
aproximadamente 5nm de diametro originadas en ilmepa nucleacion se auto-
ensamblan para formar una extensa red agregaddstrea de nanotubos. El diametro
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de estos nanotubos aumenta progresivamente a naidse reduce el Au(lll); después
de alcanzar un espesor determinado, la red se éraignen pequefios segmentos que se
re-dispersan para formar las nanoparticulas ear(€igura 7).[44-45] La red de
nanotubos seria responsable del color azul osawgcadquiere el medio de reaccion al
momento de agregar el citrato de sodio.

L

{e) ()

Figura 7: Etapas de formacidon de AuNPs. (a) Los atomos de Au(lll) se adsorben sobre los nucleos y
promueven la formacién de agregados lineales. Los nuevos atomos de Au reducidos se depositan
irregularmente en las cavidades entre los nucleos. (b) Cuando las cavidades estan llenas, los dtomos se
depositan preferencialmente sobre los cristales y crean constricciones en el nanotubo. (c) Se eliminan las
regiones no cristalinas de las cavidades (proceso analogo a la maduracién de Ostwald. (d) Los iones citrato
se vuelven los agentes de recubrimiento dominantes y repelen a los dtomos de Au(lll) adyacentes al
nanotubo. La fuerza de repulsién entre los nucleos originales separa a las particulas del tubo, y se forman
las AuNPs esféricas recubiertas de citrato (e). Adaptado de Ref. [44]

QUIMICA SUPRAMOLECULAR DE LAS NANOPARTiCULAS DE ORO

Hasta ahora, solo se han descrito las propiedapitsa® de los sistemas coloidales
estables, es decir, suspensiones de nanopartisladas y recubiertas por un agente
estabilizante. En estos sistemas, la separaciGteeke entre las particulas suspendidas
evita posibles variaciones en las frecuencias dmraldn del plasmon superficial
asociado. En otras palabras, el entorno cercantada nanoparticula (responsable en
parte de la naturaleza del plasmoén superficial)seove perturbado por la presencia
cercana de otro elemento (otra nanoparticula).

En gran medida, el responsable de mantener elieagsto es el agente estabilizante: el
ion citrato, por ejemplo, recubre a las AuNPs yoapcha la repulsion electrostatica
entre las diferentes moléculas; asi, cada nanopkrte encuentra rodeada por una
esfera de carga negativa, que la mantiene aiskldasto de los elementos del coloide.
Sin embargo, la propia teoria de Mie prevé queptapiedades Opticas de los sistemas
coloidales dependen de la distancia que separa @atzoparticulas en la suspension. A
medida que dos nanoparticulas se acercan en eli@sfm naturaleza y el perfil de
absorcion del plasmoén superficial de cada unalds sé ven afectados y cambian por el
nuevo entorno. En particular, la presencia de p#&maoparticula altera las constantes
dieléctricas del medio externo, que, como se via eg. 1, tiene una relacién directa con
los coeficientes de extincion del plasmon.[34]

El nuevo perfil de absorcion del plasmon supetfioieno consecuencia del cambio en la
distancia que separa a las nanoparticulas se &a&tugna transicion de color del sistema
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coloidal. Para AuNPs, el pico bien definido en BB®-nm pierde intensidad, y aumenta
de forma pareja, sin ningun pico especifico, laoehién para longitudes de onda entre
550nm-750 nm. Como resultado, a nivel macroscoglicolor del sistema cambia desde
rojo intenso, caracteristico de las AuNPs aislaglas, vuelve violeta-azulado de acuerdo
al grado de agregacion (mas agregado, mas azul).

En el sistema coloidal, la aproximacion espacialadenanoparticulas se puede lograr
por diferentes vias:

La adicion de un electrolito fuerte permite remoskragente estabilizante del entorno
cercano de la nanoparticula y favorece la formadastructuras compuestas por varios
elementos. En particular, se ha estudiado que fagagion de AuNPs inducida por
cloruro de sodio (NaCl) altera completamente laurséza de la suspension. La
remocion de los iones citrato inmediatos a las parittulas producida por la sal,
conduce al colapso del sistema coloidal y a la &itm de una Gnica gran estructura en
forma de red por la condensacion de los partiariggsales.

Otras formas de agregacion se pueden lograr astdev@species unidas covalentemente
a las nanoparticulas.[46] En los agregados formgubosesta via, las AuNPs no se
colapsan en una Unica estructura y mantienen stiddel a pesar de la modificacion de
la separacion espacial. Este estado diferencial sildbma permite que algunas
referencias discriminen entre agregados (las natioplas se condensan y pierden su
identidad original) y aglomerados (las nanoparéiside acercan espacialmente, pero no
hay contacto directo entre ellas y mantienen suotidad).[47]

Una de las propiedades mas interesantes que mrdast AuNPs es la posibilidad de
establecer enlaces covalentes entre los atomaos sigpkrficie y determinadas especies
guimicas. Este proceso, conocido como derivatinagi@rmite la creacién de nuevas
estructuras, con propiedades unicas y novedosagdasrde la asociacion de la
nanoparticula y la molécula unida a ella. A tradésla derivatizacién, es posible
funcionalizar a la nanoparticula y lograr sisteradaptables a varias funciones, como el
reconocimiento molecular o la promocién de la faridia de aglomerados.[46]

Las AuNPs pueden derivatizarse facilmente con grdjmb a través de la formacion de
enlaces covalentes entre los atomos de Oro deplerfsilie de la nanoparticula y el
atomo de Azufre del grupo funcional. La presencéh giupo tiol en determinadas
moléculas orgénicas y biomoléculas permite constas estructuras mencionadas y
funcionalizar a la nanoparticula con una especiatéegs (Figura 8a).[46]

Si las biomoléculas unidas a la nanoparticula tieafmidad por otras especies quimicas
o bioldgicas es posible promover la formacion decgados de AuNPs a través del
reconocimiento y la unidén de estos elementos. Bplamiento entre las biomoléculas
derivatizadas produce el acercamiento espaciaasi&UNPs, y como consecuencia, el
cambio de color del sistema coloidal (Figura 8lBteEfendmeno de acoplamiento y
cambio de color a nivel macroscopico es el prirecgn el que se basan la mayoria de los
sensores colorimétricos que emplean AuNPs. En 188thoff et al disefiaron un
sistema colorimétrico que permite diferenciar aligceotidos con imperfecciones de
una unica base a través de la derivatizacion deP&ubbn moléculas de ADN.[48]
Desde entonces, se han reportado varios sistemast@dipo que permiten detectar y
diferenciar una gran cantidad de especies quinyidaislogicas, desde proteinas hasta
iones metalicos.[2, 32]
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Figura 8: A) Derivatizacion de una AuNP a través del grupo tiol de una biomolécula. El elevado AH de
formacion del enlace Au-S (418 +/- 25 kl/mol) hace que la unidén “nanoparticula-biomolécula” sea
sumamente estable y fuerte, y permite que el enlace se forme de manera espontanea al entrar en
contacto las dos especies.

B) Formacién de agregados de AuNPs derivatizadas con biomoléculas capaces de reconocerse y unirse
entre si. La formacion del agregado altera el color del sistema coloidal como consecuencia del cambio y la
fijacion de la separacion espacial existente entre las AuNPs. A nivel macroscopico, el sistema coloidal
cambia de color desde rojo intenso a violeta-azulado.
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ADN FUNCIONAL y DNAzymas

ADN COMO NANOMATERIAL

Hasta no hace muchos afios atras, dentro del aoibitifico se entendia y convenia que
el ADN solo funcionaba como la biomolécula encaegde contener la informacién
genética y asegurar la transmision de la mismandegeneracion a otra. En todos los
seres vivos, el rol del ADN se reduce a estas aisasi funciones. En cambio, otras
biomoléculas como las proteinas (o incluso el ARBHen un abanico de roles mucho
mas amplio. Es esta versatilidad de funciones lgupermitido adoptar y utilizar a las
proteinas ya desde mediados de la década de 19&fries sistemas vinculados con la
Nanotecnologia, como sensores, dispositivos de nostmiento o blogues de
construccion molecular. En contrapartida, practea® no se habian realizado estudios
y trabajos que incorporaran ADN con estos fines.

Como sistema molecular optimizado a través de n@dode afios de evolucion, la
biomolécula del ADN tiene varias propiedades quegéemiten cumplir con su rol
biolégico de forma sumamente eficaz. A diferenctalas proteinas, el ADN es una
molécula lineal que estd compuesta Unicamente pwrdmeros, y tiene una estabilidad
térmica y quimica mucho mas significativa que laseras. Ademas, su mecanismo de
sintesis y ensamblado es rapido y sencillo, y peatkzarse especificamente a través de
enlaces de hidrogeno a otra molécula de ADN deesetai complementaria para formar
la doble hebra.[49]

Ya en tiempos mas recientes, han sido estas migropgdades asociadas a la molécula
de ADN las que han despertado el interés de varopos cientificos de disciplinas
relacionadas con la nanoingenieria y los biomdésiaLa idea de aprovechar las
propiedades quimicas de la molécula de ADN e irranta en el disefio de diferentes
estructuras y dispositivos se ha convertido en ampo de investigacibn sumamente
fértil.[49-50]

El ADN presenta varias ventajas para su empleo coammmaterial: En comparacion
con el ARN vy las proteinas, las moléculas de ADM $oas estables y menos
susceptibles a la hidrolisis. Ademas, las viadi@dies de sintesis y amplificacion
permiten crear secuencias de ADN bien definidafoea sencilla, rapida y controlada.
El ADN también puede modificarse con diferentepgaufuncionales y fluoréforos que
le permiten conjugarse con nanoparticulas y ostiscuras artificiales. Por ejemplo, la
conjugacion de los terminales 3° 0 5 de una hel@aADN con tioles permite
funcionalizar AuNPs segun se detalla en el capianterior.[48, 51] Es asi que la
incorporacion de ADN en las investigaciones en Negrmwlogia ha promovido el
desarrollo de varias nanoestructuras, como cablstgmas de procesamiento de la
informacion, biocatalizadores, y maquinas y digipass moleculares.[7]

Los primeras aplicaciones del ADN como nanomateajaovechaban su estructura
lineal, y a partir de ella, la posibilidad de regoer y enlazarse con otras hebras de
secuencias complementarias. La formacion de laedobbra a través del apareamiento
de bases de Watson-Crick y las oportunidades gesepta este tipo de interaccion
especifica ha sido la base para la creacion de, gp@mplo, semiconductores,
nanobloques de construccion o sensores coloriroétde oligonucledtidos (Figura 9).[7,
48, 52-53]
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Figura 9: Ejemplos de diferentes nanoestructuras que incorporan ADN aprovechando el emparejamiento
de bases de Watson-Crick.

A) ADN utilizado como bloque de construccidn en “nanoarquitecturas”. Las 4 hebras complementarias en
tramos especificos de sus secuencias permiten formar una red de ADN o “cristal 2D”, con espacios de
tamafio bien definido entre las doble hebras (a). Esta red de ADN puede ser utilizada como molde para la
unidn a espacios controlados de nanoparticulas (b) o proteinas (c). Adaptado de Refs. [7, 52]

B) “Nanocables” semiconductores preparados a partir de ADN. Bajo determinadas condiciones, la molécula
de ADN puede conducir la corriente entre dos polos. El pasaje de corriente eléctrica se logra cuando dos
microelectrodos se conectan entre si debido a su funcionalizacién con dos oligonucleétidos de ADN de
secuencias complementarias. EIl ADN puede ser el Unico material conectando estos electrodos (a) o puede
estar asociado a conductores metadlicos (b). Adaptado de Refs. [7, 53]

C) Sensor colorimétrico que permite identificar secuencias de bases en oligonucledtidos.

Después de establecer la secuencia de ADN blanco que es necesario reconocer, se realiza la
funcionalizacion de dos grupos de AuNPs: el primer grupo se derivatiza a través del atomo de azufre de un
oligonucledtido modificado con un tiol en su extremo 5°; este primer oligo es complementario a la
secuencia de bases sobre el extremo 3" del ADN blanco; el segundo grupo se derivatiza a través del 4tomo
de azufre de otro oligonucledétido modificado con un tiol en su extremo 3°; este segundo oligo es
complementario a la secuencia de bases sobre el extremo 5” del ADN blanco.

El ADN de las dos derivatizaciones se une a cada uno de los extremos del ADN blanco a través del
emparejamiento de bases de Watson-Crick para formar la doble hebra. Esta unién acerca a las AuNPs y fija
la separacion espacial entre los dos elementos funcionalizados. Entonces, si la mezcla de las dos AuNPs
derivatizadas se encuentra con el oligonucledtido blanco se produce la agregacién todas las particulas del
sistema y, como consecuencia, el cambio de color del medio. La formacidn del agregado es especifica y
depende de la presencia del oligonucleétido blanco.

Con esta técnica es posible obtener un sensor colorimétrico que permite identificar secuencias bien
definidas de ADN de forma inmediata y a simple vista. Elaborado a partir de resultados de Ref. [48]

-S-5"ACGTGCTA3’ 5 TCGATTAG3'-S

(a)
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complementario

Electorde ,/\\/’V\//\ V’ Electorde

(b)

NO HAY FROMACION
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En paralelo al desarrollo de la Nanotecnologia base en el ADN, la continua y
progresiva caracterizacion de este sistema y mdtaglos de diferentes investigaciones
han permitido expandir, desde los roles y propiedadisicas, las funciones quimicas de
esta biomolécula. A principios de la década de 1886rentes grupos de investigacion
crearon las bases del ADN funcional, o sea, madécabnstruidas con nucledtidos que
tienen propiedades quimicas mas alla de las ctsitéstoricas asociadas a la molécula
de ADN.[49]

Los primeros sistemas de ADN funcional nacen enl18@ando, por primera vez, se
logran sintetizar por distintos procesos de sebeconoléculas de ADN aisladas y de
secuencias bien definidas que son capaces de mopounirse con alta afinidad y
especificidad a un amplio rango de estructuras igasry/o biolégicas. Los aptameros,
como se denominaron a esta nueva clase de molétule®nales de ADN, pueden
entenderse, en cierta medida, como analogos basatdoSDN de los anticuerpos
proteicos.[54]

Los aptameros son oligonucleétidos de cadena &ermh tamafios entre 70 y 100
nucledtidos. Por lo general tienen una region eérde tamafio variable con una
secuencia aleatoria, y dos regiones flanqueantssalgencia conocida. La longitud de la
region central suele estar comprendida entre los@Dnucledtidos. La secuencia fija en
los extremos permite la union gemersy la amplificacion por PCR.

Los aptameros son capaces de adoptar estructwhslages, que les confieren unas
complejas y sofisticadas propiedades de reconostmienolecular. El plegado del
oligonucledtido le permite reconocer y unirse da oranera estable y muy especifica a
sus sistemas diana. Las dianas de los aptamerdgempser pequefias moléculas como
cofactores enzimaticas, aminoacidos o acidos raodeiproteinas, o incluso complejas
estructuras multiméricas.[54]

Las novedosas propiedades de los aptameros haeri@dekp el interés de diferente._
grupos de investigacion y han permitido su incaapdn en diferentes aplicaciones
tecnologicas. En comparacion a los sistemas namutegicos de ADN basados en el
apareamiento de bases de Watson-Crick, el empléddkefuncional puede resultar en
estructuras mucho mas versatiles y dindmicas. ptdnseros pueden ser sumamente
Utiles en sistemas vinculados con la biotecnologidlanotecnologia debido a sus
propiedades de reconocimiento molecular que ri@alizon los anticuerpos, las
biomoléculas comunmente utilizadas en este tipoapkcaciones. Sobre todo, la
incorporacion de estas biomoléculas en el disefigemsores quimicos y biologicos
puede ofrecer excelentes resultados (Figura 10).

Para este tipo de aplicaciones, los aptameroserfralgunas ventajas particulares sobre
los anticuerpos: pueden ser sintetizados completi@mede forma rapida y masiva por
vias artificiales; pueden almacenarse facilmenperytiempos prolongados debido a su
elevada estabilidad quimica; provocan muy pequaiidarespuesta del sistema inmune
en aplicaciones terapéuticas.[49-50]
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Figura 10: Ejemplos de sensores nanoestructurados que incorporan aptameros.

A) Agregado de AuNPs funcionalizadas con el aptdmero de trombina por la presencia de trombina.
Cada molécula de trombina puede unirse a dos aptdmeros y eso permite la formacion del agregado.
B) Agregados de AuNPs funcionalizadas con aptdmeros sensibles a especies quimicas especificas
(adenosina, en este caso). La presencia de la diana desagrega el sistema.

C) Emision de fluorescencia controlada por un aptamero. La adicidon de trombina y la unién con su
aptamero libera al ADN con el quencher y desenmascara la fluorescencia del emisor.

D) Sensor no cooperativo que incorpora aptameros de adenosina y cocaina y permite identificar la
presencia de estas dos especies. Adaptado de Ref. [49]

Pero los aptdmeros no son la Unica clase de ADbkidoal. En 1994 Breaker y Joyce
descubrieron que moléculas de ADN aisladas medianfgocedimiento de seleccion
vitro eran capaces de desarrollar actividades catal{iéd Desde entonces, muchas
moléculas de ADN catalitico, 0o DNAzymas, han sidpartadas por diferentes equipos
de investigacién y se ha demostrado su capacidadagtuar sobre una amplia variedad
de reacciones, como el clivaje, ligacion y fostmidon de ARN/ADN, metilacion de
porfirinas o clivaje de enlaces fosfatilamida.[2G]Jemas, varias de estas biomoléculas
han mostrado eficiencias cataliticas comparablas anzimas proteicas o las ribozimas.
Las DNAzymas aun no se han encontrado en la nanaray la seleccionn vitro
permanece como la Unica via que permite aislaestifccar nuevas biomoléculas con
actividades desconocidas.

Mientras que las enzimas proteicas disponen de if2Dedtes mondmeros para su
construccion, la variedad de estructuras dispomibéelas DNAzymas se reduce a los 4
nucleétidos comunmente conocidos. Ademas, la aiséet grupo funcional 2°-OH en
el ADN en comparacion al ARN reduce aun mas lardidad de conformaciones que
puede tomar la DNAzyma para el reconocimiento efecte la diana.[56]

La solucion natural para corregir este tipo de lemlas es el empleo de cofactores. En
este sentido, para competir con las otras clasesbhidmoléculas cataliticas, el
requerimiento de cofactores se vuelve critico pafancionamiento de las DNAzymas.
Para la gran mayoria de las DNAzymas, el emplemmies metalicos como cofactores
permite desencadenar la actividad catalitica edicmmes fisioldgicas. Sin embargo, y a
diferencia de las proteinas, los iones metalicodizados por las DNAzymas
comunmente se limitan a un pequefio grupo de elemeomo, Mg(ll), Ca(ll) o Mn(ll).

A pesar de ello, algunas DNAzymas han mostraddacieglectividad de union con
algunos metales menos comunes, aunque la afinitle@h&#ada hasta ahora es menor
que las asociadas a metaloproteinas.

30



La fuerza de la union DNAzyma-ién metalico puedensedificada utilizando el mismo
proceso que permite crearlas artificialmente, lacegnin vitro.[56]

La clave para generar nuevas DNAzymas y/u optinazas descritas anteriormente (ya
sea en la afinidad y selectividad o en la diveradion de los iones metélicos que
emplean como cofactores) reside en el procesolelecgm (Figura 11).

La seleccién de moléculas con actividad catalftimaienza con un pool de entre™19
10" secuencias aleatorias de ADN. Bajo condicionestyales, las secuencias que
pueden presentar las funciones cataliticas desesmtaseparadas del resto del pool.
Estas secuencias activas son amplificadas por RERIg proxima ronda de reaccion y
seleccion (al igual que los aptaremos, las DNAzytiggeen en sus extremos secuencias
gue pueden ser reconocidas por primers). El rigdadeleccion puede ser aumentado al
reducir el tiempo de reaccion o la concentracidrcdfactor. Las rondas de seleccion se
repiten hasta que sea posible identificar y aiskeuencias de ADN con elevada
actividad y especificidad. Tedricamente este pmaesseleccion puede llevarse a cabo
con cualquier ion metélico con el objetivo de idfeaar DNAzymas con actividades
especificas que dependan de la presencia elemestadb. En este sentido, se han
logrado aislar moléculas de ADN con actividad dejpamte de iones metalicos menos
comunes que los mencionados anteriormente, comd)C@a(ll), Co(ll), UO** o
Pb(ll).[56]

Uno de los problemas inherentes a esta estrategaldccionn vitro es que, a pesar de
gue las DNAzymas se obtienen bajo condiciones colaatas, no se excluye la
posibilidad que los productos aislados puedan @unaei en diferentes circunstancias o
con diferentes cofactores. Este problema se pues@ver mediante estrategias de
seleccidon negativa. La seleccion negativa implecantubacion del pool de secuencias
activas con los iones metalicos sobre los que mbesea que exista actividad. En este
caso, se aislan las moléculas que no reaccionael cofactor presente.[56]
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Figura 11: A) Representacidén esquematica del proceso de seleccion in vitro. B) Diagrama de la seleccidn en
paralelo de una DNAzyma dependiente de Co(ll) con y sin seleccidn negativa. Adaptado de Ref. [56]
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ENDONCLUEASAS Y DNAzymas “8-17"

Muchas de las DNAzymas aisladas por la selecaidwitro han demostrado gran
actividad en reacciones de clivaje de ADN y ARN.fdanticular, se han obtenido varias
endonucleasas con reactividad especifica para@dguetales de transicion.

Las endonucleasas estan compuestas por dos hebA3N\d(o ARN): La hebra enzima,
con afinidad por el cofactor metélico y responsalelda actividad del sistema, y la hebra
sustrato, que posee el sitio de clivaje que perlaiteaccion enzimatica (Figura 12).[2,
56]

A) _ Q)
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3' { B B) 3/ \ ‘ 5‘
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e|e
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5’ Vol 3 4 - r ; 3!
39 \\\ccr NTGCATARYYYE  Eneyme co
z;.rG \\CCGA NI '(I: A Enzyme: 16.2-11 CA'%
Gy P 5 § Ty 11 ccC
TAR Enzyme CgcCYYYY

Figura 12: Ejemplos de DNAzymas con actividad endonucleasa. En cada ejemplo se indica la hebra sustrato
(negro), la hebra enzima (verde) y el sitio de corte (rojo). “N”= cualquier nucleétido que permita el
apareamiento con la hebra complementaria. “R” = Purina. “Y” = Pirimidina. A) DNAzyma 39E especifica
para iones UO™. B) DNAzyma especifica para Cu(ll). C) DNAzyma especifica para Zn(ll). Adaptado de Ref.
(2]

En una reaccion tipica catalizada por DNAzymasnero se produce la hibridacion de
las hebras sustrato y enzima. Luego, la presenelai@h metalico diana y el
reconocimiento de éste por el nucleo cataliticeadeNAzyma, producen el clivaje del
sustrato en dos nuevas moléculas, que inmediatarpartien la union y se apartan de la
hebra enzima.[2]

Dentro del grupo de DNAzymas con actividad endaasd, las biomoléculas de la
familia “8-17" han sido uno de los sistemas mepmacterizados hasta el momento.

Las DNAzymas “8-17” son las endonucleasas de ARMhdaor tamafo aisladas hasta
ahora. Son capaces de clivar sustratos formadogletamente por ARN, o también
sustratos de ADN con un nucleétido de ARN embelédoel sitio de corte.[56]
Diferentes variantes de esta DNAzyma han sido sieleadas de forma independiente
por el proceso de seleccidmvitro al menos en tres oportunidades. En 1997, Santoro &
Joyce aislaron la secuencia catalitica originapessencia de Mggl(Figura 13).[57] A
esta primer secuencia se la denomind “8-17" y seivoba partir de un sustrato
compuesto integramente por ARN. En paralelo, se lbgrado aislar secuencias
analogas en presencia de Mg(ll) e histidina (DNAayg5), y Zn(ll) (DNAzyma 17E)
(Figura 14). Posteriormente, let al. demostraron que el cofactor mas efectivo para
todas las variantes de este sistema es el i6n) Plflimetal no ensayado en ninguna de
las selecciones realizadas previamentekdaen presencia de Pb(ll) para cada una de
las tres variantes es de 0.5 mifi8-17"), 2 min* (Mg5) y 1 min' (17E) a pH = 5.0 y
concentracion de Pb(ll) de 201.[58]

El proceso de seleccidon de la secuencia origing &as rondas de seleccidon negativa, lo
que permite que varios iones metalicos activenlighje del sustrato.[59] Para la
variante “17E” las constantes de la reaccion sigemnden Pb(Il) >> Zn(ll) >> Mn(ll}x
Co(Il).[58] La notoria diferencia de reactividadawor del ion Pb(ll) se debe a que este
cofactor obliga a la DNAzyma a emplear un mecanistaoreaccion diferencial. El
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clivaje empleando cofactores como Zn(Il) o Mg(iBrtsita por dos etapas: la primera de
ellas involucra un cambio conformacional del sisteanzima-sustrato. El plegado de las
dos hebras es necesario para que se produzdeagd @n la segunda etapa. En cambio,
la reaccion con Pb(ll) saltea la primer etap& goete en la hebra sustrato se logra de
forma directa sin la necesidad del plegado ded¢siat(Figura 15).[60]

La zona conservada de la DNAzyma 17E ha sido difien varias publicaciones. La
region desapareada en el bucle hacia el extrerposge la secuencia “5"-ACGAA-3" y
es una de los motivos claves para la actividaditeta Aparte de este motivo, se ha
demostrado que la secuencia 5-AGC-3" que formeodb de la hebra enzima vy el
wobble T-G previo al sitio de corte también son indispdass para el funcionamiento
del sistema.[61]
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Figura 13: Mecanismo de aislado de secuencias con actividad endonucleasa que utilizan cofactores
metalicos. A) Pool de arranque de secuencias aleatorias de ADN disefiadas para contener dos dominios de
unidn al sustrato. Cada molécula del pool contiene una biotina en el extremo 5°, un nucledtido de ARN (rA)
que define el sitio de corte y la secuencia aleatoria de 40pb en el dominio central. B) Esquema de la
amplificacién y el aislado selectivo de moléculas de ADN que catalizan el clivaje en presencia del cofactor
metdlico. Adaptado de Ref. [58]
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Figura 14: DNAzymas de la familia “8-17”. A) DNAzyma “8-17” (Unica del grupo de sustrato integro de
ARN). B) DNAzyma Mg5 C) DNAzyma 17E. D) Secuencia conservada de la DNAzyma 17E; solo se revelan los
nucledtidos claves para lograr la actividad catalitica. Adaptado de Ref. [56]

La cinética del clivaje esta fuertemente determanpdr el medio de reaccion. Para pH
7.0 y concentraciones de buffer de 50 mM la adligdiénzimatica comienza a notarse
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con concentraciones de Pb(Il) cercanas ai®RI5Valores dekgps de alrededor de 1 mifn

se alcanzan en 3BV y a partir de 4.5M la velocidad se despega y no es posible medir
la constante de la reaccion (Figura 16a).[61] Lacidad de reaccidon baja notoriamente
al disminuir la fuerza i6nica del medio. Al pasatamcentraciones de buffer de 10 mM
los valores dekyps caen cerca de dos ordenes (Figura 16b). Sin embpega estas
condiciones, el perfil de la reacciébn se acerca alasodelo clasico de Michaelis-
Menten que se aplica en enzimas proteicas. Sejoeeesta diferencia de velocidades es
reflejo de dos conformaciones diferenciadas de sittivo, y como consecuencia, dos
mecanismos de reaccion divergentes.[61]
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Figura 15: Mecanismo de reaccion propuesto para las DNAzymas “8-17" en presencia de Pb(ll) o Mg(ll) y
Zn(l1). Adaptado de Ref. [60]
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Figura 16: Estudios cinéticos de la catdlisis del clivaje por la DNAzyma 17E en presencia de Pb(ll). A)
Gréfica de la constante de velocidad observada (k) en funcién de la concentracion de Pb(ll) en buffer de
reaccion 50 mM Na-Hepes pH 7.0. B) Misma gréfica que A) en buffer de reaccion 10 mM Na-Hepes pH 7.0.
C) Cambio de la velocidad de reaccion al variar el pH del medio. La concentracién de Pb(ll) para cada
medida es de 100 uM. Adaptado de Refs. [56] y [61]

El pH también tiene una marcada influencia en lacigad de reaccion. Browet al.
estudiaron esta relaciéon y demostraron que, pareectraciones fijas de Pb(ll), kps
de la reacciéon aumenta a medida que aumenta dfigbré 16c).[58]
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En el mecanismo de clivaje que emplea Pb(ll) sed&oun producto intermediario que

contiene un 2°3’-ciclofosfato. Esta especie es istamge con un mecanismo de
transesterificacion interna, en el que el grup®@B €n el sitio de corte ataca el enlace
fosfodiéster para formar un fosfato pentacoordinagguido de la pérdida del oxigeno
en el extremo 5°. Al final de la reaccion el 2'Elafosfato se hidroliza y la hebra

sustrato original queda dividida en las dos nuevalgculas.[58]

DNAzymas COMO SENSORES DE IONES METALICOS

El clivaje de hebras de ARN/ADN como consecueneitachctividad de las DNAzymas,

y la dependencia que tienen estas reacciones geesencia de iones metalicos ha
permitido la creacion de toda una nueva clase deehsores altamente sensibles y
selectivos.

Estos sistemas de deteccidn aprovechan el empleofdetores metalicos por parte de
las DNAzymas. Los productos de la reaccion puedgnnmonitoreados de diferentes

maneras, lo que permite identificar y/o cuantifidar presencia del i6n metalico

involucrado en la reaccion.

Las DNAzymas tienen varias ventajas a la hora dplearse en sensores para iones
metélicos en comparacion a los sistemas de detecoidvencionales. En primer lugar,
las DNAzymas pueden reducir los requerimientos dstrumental complejo y
voluminoso, y pueden incorporarse en dispositivostaples para andlisign situ
Segundo, el mecanismo de aislado y accion de la&ziHas permite obtener nuevos
sistemas y/o modificar a los ya creados con eltiobjede generar y amplificar las
sefales de deteccion para analisis mas sensilnedidsensores basados en DNAzymas
también son amigables con el medio ambiente debigloe sus componentes, moléculas
de ADN, son biocompatibles y biodegradables; adesés efectos toxicologicos en el
cuerpo humano serian minimos. En comparacion adosores basados en proteinas o
RNA, las DNAzymas son mas resistentes a la hidsgjipermiten su almacenamiento y
aplicacién por periodos de tiempo més largos. Ronaly quiza mas importante, las
DNAzymas proveen una plataforma comun para el dikarde sensores para iones
metélicos nuevos o incluso otras dianas mas al&stes elementos. Una vez establecida
una estrategia de transduccion que permita convaréictividad catalitica en una sefial
medible analiticamente, el mismo disefio puede @@aao a otras dianas tan pronto se
aislen DNAzymas especificas para estas especigspBsaforma de mejora flexible se
espera reduzca el costo de desarrollo de diferesisésmas de deteccidn, y permita
convertir a los biosensores basados en DNAzymasstmumentos efectivos e idoneos
para la deteccidbn multiple y en paralelo en mussttamplejas en ensayos tipo
barrido.[56]

Hasta ahora se han encontrado varias solucionepeaquaten transducir el evento de
reconocimiento de la DNAzyma (el clivaje de la l@ekustrato por la presencia del
cofactor metdlico) y convertirlo en una sefal ditaliy operativamente atil. EI primer
biosensor para iones metélicos desarrollado con ZyN¥as utilizaba mediciones de
fluorescencia como sefal de deteccion. En esteepsimtema, a la DNAzyma 17E para
Pb(Il) se le incorpora un fluoréforo (TAMRA) ene@ttremo 5 de la hebra sustrato y un
guencher(Dabcyl) en el extremo 3" de la hebra enzima. Dla &xma, la sefial de
fluorescencia a 580nm no puede ser detectada dabigieencheado del fluoroforo. En
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presencia de Pb(ll) la emisién de fluorescencia emien hasta 400 veces como
consecuencia del clivaje de la hebra sustrato libéaacién del producto de reaccién
unido al fluoroforo. Este sensor es altamente bEnsi selectivo, y permite medidas
semi-cuantitativas de concentraciones de Pb(Ifeei nM y 4uM (Figura 17).[2, 62]
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Figura 17: Sensor de Pb(ll) basado en fluorescencia que incorpora la DNAzyma 17E. A) Esquema de la
generacién de la sefial por el clivaje de la hebra sustrato en presencia del ién metalico. “F” representa al
Fluoréforo y “Q” al Quencher. B) Selectividad del sensor. El idn Pb(l1) ([Pb(l1)] = 2 uM) es el Gnico metal que
produce una sefial de fluorescencia apreciable. Adaptado de Ref. [2]

Otros disefios realizados hasta el momento incangohiuciones nanotecnoldgicas para
la transduccion de la sefial al aprovechar las edapies de los sistemas
nanoestructurados como los descritos en el da@nterior. En este sentido, se han
construido biosensores con DNAzymas que incorparamoparticulas metélicas de
FeOs (la sefal de transduccion se relaciona con el madl campo magnético del
sistema), sistemas de deteccion electroquimicacliehje del sustrato modifica la
conductividad de una lamina nanoestructurada de Aupanoparticulas de Oro en
sistemas de deteccion colorimétricos.[2] Este w@tigrupo estd integrado por un
conjunto de instrumentos con caracteristicas, nalglya demostradas y otras aun por
demostrar, sumamente interesantes y valiosas. ermsoges colorimétricos de AuNPs-
DNAzymas reunen casi todas las propiedades desesdasstrumentos de medicion
descentralizados descritas en el primer capitutoe®bargo, el desarrollo de esta clase
biosensores es un area de investigacion muy recieoie recién se encuentra en la
busqueda de sistemas reales que puedan versecimteefia través del diagnéstico con
alguno de los instrumentos ya diseiiados.
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DESARROLLO DE UN BIOSENSOR COLORIMETRICO PARA
LA DETECCION DE PLOMO

Por un lado, hemos comentado y descrito las caistitas de las nanoparticulas de oro,
y detallado sus propiedades Opticas dependientda distancia y su capacidad para
interaccionar con otras especies en agregadosmsoi@e@ulares. Por otro lado, también
hemos presentado al ADN funcional, y en particaléa DNAzyma 17E y su capacidad

de utilizar al i6n metalico Pb(ll) como cofactor ana reaccién de clivaje de ARN.

Aparte, también hemos discutido como cada uno ties eks sistemas retne algunas
propiedades especificas que pueden ser aproveohia@asiseiio de sensores quimicos.

En el aflo 2003, Liu & Lu de la Universidad de Itis en Urbana-Champaign se
inspiraron en el sistema desarrollado por Santordo§ice para detectar moléculas de
ADN (Figura 9c), y crearon un biosensor colorinuétpara la deteccion especifica de
iones Pb(ll) a partir de la combinacion de AuNHa PNAzyma 17E. En este sistema,
la DNAzyma 17E actia como elemento de reconocimidat objetivo (el ion Pb(ll)) y
las AuNPs traducen este evento en una sefial datectel cambio de color del
medio).[27]

El sensor disefiado por Liu & Lu esta compuesto lgohebra enzima de la DNAzyma
17E; la hebra sustrato, extendida 12 pb en cadalemas extremos 5" y 3"; y AuNPs de
13 nm de didmetro, derivatizadas a través del atdenézufre con una molécula de
ADN de 12 pb de secuencia definida y modificada wortiol en su extremo 5" (Figura
18a). Las extensiones en la hebra sustrato seapale forma que pueda formar la doble
hebra con las secuencias de ADN unidas a la nainogdas. Este apareamiento de bases,
sin embargo, mantiene libre la porcién de la haistrato que reconoce y se une a la
hebra enzima. Cada molécula de sustrato tieneadn®scias, una en cada extremo, que
pueden formar la doble hebra con el ADN de las AsINFbn este disefio, la mezcla de
los tres componentes del sensor en el medio deid@aproduce la agregacion de las
nanoparticulas y el cambio de color de rojo a amleta después de un proceso de
incubacion-enfriamiento (Figura 18b). Este compleigtema formado por las AuNPs
funcionalizadas y la DNAzyma 17E puede funcionanaasensor colorimétrico para la
identificacion de Pb(ll). En presencia de Pb(I1§, Hebra enzima podria catalizar el
clivaje de la hebra sustrato y promover el desehkain del sistema y el cambio de
color de azul-violeta a rojo, como consecuencidaddesagregacion y el cambio de
distancia entre las AuNPs en el medio de reac@ah.[

Para una analisis semi-cuantitativo, Liu y Lu m#h el cociente entre la absorbancia a
522 nm y a 700 nm. Estas dos longitudes de ondeorfuseleccionadas por que
representan la cantidad relativa de AuNPs aisladagregadas, respectivamente. El
empleo del cociente en los diferentes ensayos peerdistinguir concentraciones de
Pb(ll) entre 0.1uM y 4 uM. Sin embargo, a simple vista, la diferencia resé hace
notoria a partir de {tM.[27, 63]

De todas formas, esta primera versién aln no ogaittai del sensor presenta algunos
puntos a mejorar: En principio, no se ha podidoairar que la adiciéon de Pb(Il) sobre
el sistema agregado genere el clivaje de la helsrato de forma efectiva. Como
consecuencia, el sistema formado por las AuNPsidoalizadas y la DNAzyma no
logra desarmarse inmediatamente, y no se produ@ambio de color que permite
revelar la presencia del metal en el medio de r@ac&n este disefio, la reaccion
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catalizada por la DNAzyma y la deteccion de Ph@itién se logra después de incubar el
sistema a 50°, desaparear a la doble hebra de Aptdducir la desagregacion de las
AuNPs como consecuencia del aumento de la tempardin presencia de Pb(ll), el
sensor mantiene el color rojo de las AuNPs aislddaante la incubacion; el clivaje de
la hebra sustrato catalizado por la DNAzyma ocarpdeviamente no permite que el
sistema se agregue de nuevo. En contrapartidajsamea de Pb(ll) no hay clivaje del
sustrato, y el agregado de AuNPs y la DNAzyma weavformarse a medida que
desciende la temperatura del medio (Figura 18de BEecanismo de deteccién resulta
sumamente incomodo ya que la necesidad de una ettgeedia de incubacion-
enfriamiento y la espera para que los componemesistema vuelvan (o no) a formar el
agregado alargan demasiado el tiempo necesarioopéeaer el resultado del ensayo.
Ademas, el mecanismo de deteccion utilizado egiplel “light-dowri’; el cambio de
color del sistema, el pasaje de rojo a azul-vicdet@ste caso, se produce en ausencia del
analito. Por lo general, no se recomienda el emgdeeste tipo de sensores debido a que
aumentan significativamente el riesgo de obtersiltados falsos positivos.[27]

Por este motivo, Liu y Lu continuaron trabajanddorsoeste sistema. Su obijetivo:
optimizar el mecanismo de funcionamiento y lograsansor colorimétrico mas comodo
y mejor adaptado a las necesidades reales.

A) T = 5-CATCTCTTCTCCGAGCCGGTCGAAATAGTGAGT -3° = Hebra enzima DNAzyma 17E
e [CTCAACTCETG ACTCACTAT A Hebra sustrato extendida
GGAAGAGATGTGTCAACTUETG-3
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Figura 18: Sensor colorimétrico “light-down” para la deteccion de Pb(ll). A) Componentes del sensor. B)
Esquema de la formacion del agregado de AuNPs por la accién de la DNAzyma. El acercamiento y la
fijacion de la distancia entre las AuNPs produce el cambio de color del sistema coloidal. C) Esquema del
mecanismo de deteccidn del sensor. La presencia de Pb(ll) impide que se vuelva a formar el agregado
después de la incubacidn. Adaptado de Refs. [27] y [63]

Ph(ll)
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El segundo disefio desarrollado por Liu & Lu incogi@a algunos cambios puntuales
con el fin de optimizar el mecanismo de detecciéh sensor. En primer lugar, se
propuso cambiar el modelo de derivatizacién de rlasoparticulas, adoptando un
sistema mas similar al presentado por Santoro &eley el sensor original de ADN. En
lugar de trabajar con una Unica molécula de ADNnuU&va propuesta realiza dos
derivatizaciones sobre dos grupos diferentes de PSuNJn grupo de AuNPs se
funcionaliza a través de la modificacion en el exio 5 del oligonucleétido; el otro
grupo, se funcionaliza a través del extremo 3" yfgl9a). Este modelo de
derivatizacién permite obtener un alineamiento keageegado del tipo “cola-cola”, a
diferencia del alineamiento “cabeza-cola” que ggdba anteriormente (Figura 19b). El
nuevo alineamiento permite que el agregado de AdD¥P&zyma se logre de forma
espontanea, sin cambio de temperatura, en un tig@amo excede los 20min (Figura
19c¢). Ademas, con este disefio la adicion de Pégbye el sistema agregado si consigue
catalizar el clivaje del sustrato a pesar de lageia de las AUNPs; de todas formas, la
reaccion sobre el ADN no logra por si sola la desgarion del sistema, y de esta forma
revelar de manera inmediata la presencia del metah el nuevo sensor, también se
determina que el largo ideal de estos los oligariiilos de ADN de la derivatizaciéon es
de 9 pb.[63-64]

A) B) Alineacion “cabeza-cola”
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Figura 19: Segundo disefio del sensor. A) Derivatizacion de AuNPs y hebra sustrato modificada para
lograr la alineacion “cola-cola” en el agregado. B) Alineacion “cabeza-cola” y alineacion “cola-cola”. Se
cree que la formacion del agregado se ve favorecida con el segundo disefio debido que existe mayor
libertad y menor impedimento estérico entre los componentes del sensor. C) Esquema del mecanismo
de deteccién del sensor. A diferencia del primer disefo, este sensor no precisa la etapa de incubacién-

enfriamiento. Adoptado de Ref. [64]

Aparte, se identificaron otros factores que afe@honambio de color del sensor y el
tiempo requerido de ensayo, como el diametro den#®particulas, la relacion de
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concentraciones entre los tres componentes, mipeigatura, el pH y la concentracion de
NaCl 6ptimos del medio de reaccién.[64]

Tras la optimizacion de todos estos factores, elvauisefio del sensor no necesita la
etapa de incubacion-enfriamiento posterior a laiédide Pb(ll) y se logra reducir
considerablemente el tiempo de las determinacianesca de 20 min. Sin embargo, el
mecanismo de deteccion sigue siendo del fiighit-dowr'.

A)

cbalelales |,...uaz i.a.m...{.l.l.u_l. .
T
brazo corto|

pb(ml Pb(ll) brazo largo!

ADN invasivo l

Figura 20: Sensores “light-up”. Tercer y cuarto disefio. A) Esquema del mecanismo de deteccidn del sensor
que incorpora ADN “invasivo”. La presencia de esta molécula permite la desagregacién del sistema después
del clivaje de la hebra sustrato. B) Esquema del mecanismo de detecciéon del sensor con la DNAzyma
asimétrica. El brazo corto de la DNAzyma no logra mantenerse apareado con el sutrato después del clivaje,
lo que permite la desagregacion del sistema en presencia de Pb(ll). Adaptado de Refs. [65] y [66].

32 GENERACION DEL BIOSENSOR DE Pb(II)

Finalmente, en el tercer sistema desarrollado poryLLu se logré transformar el
mecanismo de deteccion del sensor light-dowr’ a “light-up”. Manteniendo la base
del segundo disefio, el nuevo sensor consigue qadidgdn de Pb(ll) en el medio de
reaccion sea la responsable de la separacion depaap de AuNPs-DNAzyma. A
diferencia de los sistemas anteriores, con eseidise obtiene un sensor que cambia de
color (de azul-violeta a rojo en este caso) engoraa y al momento de interaccionar con
la diana.

Sin embargo, para que se produzca esta desagnegitisistema se requiere la adicion
de un nuevo componente: una molécula “invasivaAB&l. Este oligonucledtido tiene
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una secuencia complementaria a los productos vigeclile la hebra sustrato. Después de
producirse la reaccion catalizada por la DNAzymlarese! sistema agregado, el ADN
“invasivo” forma la doble hebra con los productos deaccion y favorece la
desagregacion y el cambio de color del sistemau(&ig0a). En ausencia de Pb(ll), por
mas adicion de ADN “invasivo” que se realice, ndogga promover la desagregacion de
las nanoparticulas.[65]

42 GENERACION DEL BIOSENSOR DE Pb(II)

El dltimo sistema descrito hasta ahora mantienmexdanismo de detecciétight-up’
pero prescinde del ADN “invasivo” utilizado parardaecer y permitir la desagregacion
del sistema y la liberacién de las AuNPs. En esieva disefo, la desagregacion se
puede acelerar e independizar del ADN “invasivaSesivaria la simetria de los brazos de
la DNAzyma.

La DNAzyma original tiene una extension idénticaldepb desde el centro catalitico
hacia los extremos 5" y 3". Al acortar el brazoa35 pb y alargar el 5" a 15 pb, la
actividad catalitica no se ve alterada, pero sdittada etapa de desagregacion del
sistema en presencia de Pb(ll) (Figura 20b). Ea maeva optimizacion también se
estudio el efecto de la fuerza i6nica del medisgydemostré que el mejor desemperio
del sistema se logra a concentraciones de NaQ)@en21.[66]

Hasta ahora, el disefio que incorpora la varianteéigca de la DNAzyma 17E es el
sistema que posee las mejores cualidades paraosnsag barrido y una eventual
aplicacion sobre muestras reales. Sin embargotielil@ donde se reporta este disefio no
aclara el limite de deteccion del sistema ni lapuesta frente a diferentes
concentraciones de Pb(Il). Esta informacion, enbiansi se reporta para los primeros
disefos.

Para el primer sistema con alineamiento “cola-cadh’sensor practicamente carece de
un rango de deteccion lineal, o por lo menos, detanvalo de concentraciones en los
que la sefal cambia de forma mas progresiva. Hjpakel estado agregado al estado
desagregado se da de forma abrupta, frente a domcenes de Pb(ll) de alrededor de
0,6 UM (120 ppb). EI mismo limite de deteccion aeréportado para el primer disefio
con alineamiento “cabeza-cola” y el sistema quermara el ADN invasivo.

Esta naturaleza de la sefial de deteccion, defpadeel cambio abrupto de color y la
ausencia de rango lineal, puede ser util para esstiyo positivo/negativo como los
descritos en el primer capitulo. Ademas, el cambe la sefial se produce a
concentraciones similares a los limites de intavende Pb(ll) en sangre establecidos
por los diferentes organismos de referencia, loequprincipio podria permitir adaptar el
instrumento para analisis de este tipo.
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PARTE 2:

DESARROLLO
EXPERIMENTAL



OBJETIVOS

De acuerdo a los antecedentes presentados en air@esTedrico, la combinacién e
interaccion de nanoparticulas de Oro (AuNPs) coDNeAzyma 17E permite crear un
sensor colorimétrico especifico para Plomo. Par latdo, en Uruguay la contaminacion
con Plomo es una probleméatica actual de importancibbs sistemas y centros de
diagnostico existentes son insuficientes para zerah toda la poblacion de riesgo. En
este contexto, es deseable encontrar alternateadssr que permitan descentralizar el
analisis de plombemia en el pais, y el sensor dasaio por Liu & Lu es una opcién
potencialmente valida.

Por lo tanto, los objetivos generales propuestaa presente trabajo son:

e Construir el sensor colorimétrico especifico patxllp poner a punto las
condiciones del ensayo, y determinar el modo decd&n Optimo y los
diferentes parametros del sistema.

* A partir de los resultados de los ensayos con swlas de referencia, evaluar la
viabilidad del sensor y la posibilidad de adapthisistema para analisis de
plombemia.

Como obijetivos particulares, se plantean:

» Sintetizar nanoparticulas de Oro de tamafio y fadefanidas, y caracterizarlas
por TEM y espectroscopia UV-Visible.

e Evaluar la actividad de la variante de la DNAzym&E lempleada en la

construccion del sensor mediante el andlisis efxgtico en geles de
poliacrilamida.
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MATERIALES

Reactivos y disolucionesTodos los reactivos empleados fueron de calidaditena o
superior y fueron utilizados sin posterior purifidm: acido tetracloroaurico tri-
hidratado (AuHC] -3 HO, 99,9%, Sigma-Aldrich); citrato de sodio di-hi@@o
(NagCgHs07 2 H,0O, Carlo Ebra, 99%); cloruro de sodio (NaCl, 99%.eéra); tris-
hidroximetil-aminometano, Tris ((HOGHCNH,); acido acético (CECOOH, 99%,
Fluka); acido sulfarico (b5Qy, 99.5%, Biopack); acido nitrico (HNQO70%, Biopack),
Solucion estandar de Plomo para AAS, (Pb(ll) 1.00@gmo Pb(NQ),, Fluka).

Todas las soluciones fueron preparadas en aguapudg (MilliQ, resistividad >
18.2MQcm).

Los oligdbmeros de ADN fueron adquiridos de Biom@sgn, Alemania) y purificadas
por HPLC por la propia empresa (Tabla 1). Previoush, los reactivos de ADN
liofiizado se disolvieron en agua ultrapura parateaer soluciones stock de
concentraciones de 100uM para la hebra “enzima’hebra “sustrato”, y 1mM para las
moléculas modificadas con el tiol. Las solucionepleadas en el estudio electroforético
y su composicion se detallan en la Tabla 2.

Tabla 1: Oligonucleétidos empleados en el trabajo

Nombre del oligonucleotido Secuencia (5" a 3")

Oligonucleodtido 5™ tiolado GCACACGAGTTGACA - (CH)s—S

Oligonucledtido 3 tiolado S - (CH);- CGCTGAGTAGACACT

Hebra “enzima” ACAGACATCTCTTCTCCGAGCCGGACGAAATAGT

Hebra “sustrato” GCGACTCATCTGTGAACTATrAGGAAGAGATGTCTCTTC
TCAACTCGTGTGC

Tabla 2: Soluciones empleadas en el estudio electroforético

Solucion Composicion
Buffer de corrida TBE 0.5X 0.045 M Trisborato dedi®o+ 0.001 M EDTA, pH =8

0.25% (m/v) Azul de bromofenol + 0.25% (m/v) Xileo@nol +
30% (v/v) Glicerol

Buffer de carga

Solucién fijadora 10% (v/v) Etanol + 0.5% (v/v) Ao Acético
Solucién de tincion 0.2% (m/v) Nitrato de Plata
Solucién de revelado 3% (m/v) NaOH + 0.5% (v/v)rRaldehido

Equipos: Las medidas espectrofotométricas se realizaramnesspectrofotometro UV-
Visible-NIR UV-1603 (Shimadzu, Japdén). Se empleatetdas de cuarzo de 1 cm de
paso optico. Aparte, un grupo de medidas espetbrofetricas de la curva de calibracion
del sensor se realizd en el espectrofotdmetro deowvlimenes ACTGene ASP-3700.
Las imagenes de Microscopia de Transmision EleicadTEM) fueron tomadas con el
Microscopio JEOL, modelo JEM 1010 (Jap6n). El tra&mto informatico de los datos
(espectros de absorcion UV-Vis, distribucion dedaaos de AuNPs, etc.) se realiz6 con
el programa Microcal Origin 7.0. Para medir el tamale las AuNPs se empleé el
softwarede edicion de imagenes ImageJ.[67]

44



METODOS

Preparacion del material: EI material de vidrio empleado en la sintesis d&lRsi fue
sumergido en mezcla sulfonitrica$FO/HNO; (1:1 v/v) por al menos 1 h, y luego
enjuagado con abundante agua ultrapura. Paraueli@ste la actividad de la DNAzyma
y la construccion del sensor se trabajé casi Urecéen con material de plastico
descartable.

Sintesis de Nanoparticulas de OroSe emplea una variante de la técnica reportada por
Santoroet al. para la sintesis de AuNPs esféricas de aproximadam&3nm de
diametro.[48] La técnica empleada esta basada emmé&odo de sintesis de
Turkevich.[37]

En un balén de dos bocas se agregan 0.0195¢g de IHAUWEO (45umoles de Au) y
50mL de agua ultrapura y se calienta hasta elilien un sistema a reflujo. Sobre el
sistema a 100°C se agregan 5mL de una disolucs&cdrde citrato de sodio 38.8mM
preparados previamente y se continla calentandeskEnetapa se observa un rapido
cambio de color del sistema desde el amarillo paiginal al rojo intenso, pasando por
una etapa intermedia de color negro-azulado. Desdeé cambio final de color, se
mantiene el reflujo durante 15 min mas y luego g@ deposar la mezcla de reaccion
hasta alcanzar temperatura ambiente. Las AuNPstigadas se centrifugan a 10.000
rpm durante 25 min y se resuspenden en agua uirapu

Caracterizacion de las nanoparticulas de OroSe registra el espectro electronico entre
400-800nm de las AuNPs obtenidas en la sintesis,determina la longitud de onda del
maximo del espectro. También se estudia la adéd/de dos propiedades (absorbancia e
indice de refraccién) para los productos de lasist

A partir de las AuNPs resuspendidas, se mide larbhacia en el pico de maxima
absorcion de las siguientes disoluciones en agwaputa de la suspensiéon madre de
AuUNPs: 100%; 80%; 60%; 40%; 20%; 15%; 10% y 5%dtodV).

Actividad de la DNAzyma 17E: La evaluacion de la actividad catalitica de la
DNAzyma en presencia de Pb(ll) se realiza medienteteccion de los productos de
clivaje de la hebra “sustrato” en geles de poliacrida en condiciones nativas.

Para evaluar la actividad de la DNAzyma se prepdraubos eppendorf (“Reaccion” y
"Control”) para cargar en el gel. En cada eppenderagrega 2uL de la hebra “sustrato”
50uM, 6uL de la hebra “enzima” 50uM y 7uL de buffieis-acetato 25mM pH =
8.0/NaCl 200mM. Se incuban a 80°C durante 1 mia glegan enfriar hasta temperatura
ambiente. Al tubo “Reaccion” se agregan 5uL deaodiuacuosa de Pb(ll) 500uM, y al
tubo “Control”, 5uL de agua MilliQ. Se dejan reamtar durante 18 hs y se cargan, en
un carril por tubo, 10uL de la reaccion mas 2ulbdter de carga en un gel nativo de
poliacrilamida 20%. En dos carriles aparte, searartgicamente 2L de hebra “enzima”
50uM y 2 pL de hebra “sustrato” 50uM respectivammese dejan correr durante 45 min
a 100 V en buffer TBE 0.5X.

Ademas, se verifica la formacion del complejo hebenzima” — hebra “sustrato”
mediante la deteccion del sistema bi-molecular eamdo las mismas condiciones
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electroforéticas. Para ello, en un tubo eppendoragrega 5uL de buffer Tris-acetato
25mM pH = 8.0/NaCl 200mM, 4uL de la hebra “susttd&iduM, y 2uL de la hebra
“enzima” 50uM. Se incuba a 80°C durante 1 min ylg@an enfriar hasta temperatura
ambiente. Se cargan 10uL de la solucion méas 2ubufier de carga en un gel de
poliacrilamida 20%. En dos carriles aparte, searatghicamente 2uL de hebra “enzima”
50uM vy 2 pL de hebra “sustrato” 50uM respectivarmese dejan correr durante 45 min
a 100 V en buffer TBE 0.5X.

Para el revelado de las bandas se realiza la nind® plata. Primero, el gel de
poliacrilamida se sumerge en la solucion fijadorasey calienta 30 s en horno de
microondas. Luego, se sumerge en la solucién d&tiny se calienta nuevamente 30 s.
Por ultimo se enjuaga con agua ultrapura y se s1ar&m la solucion de revelado hasta
aparicion de las bandas de la corrida. La reacs®ndetiene sumergiendo el gel
nuevamente en solucion fijadora.

Derivatizacion de las nanoparticulas de OroA 12mL de una dispersion de AuNPs de
absorbancia 1.5 se agregan 60uL de ADN 3’-tioladdVviL Después de incubar durante
24 hs se adicionan, gota a gota, 1.2mL de buffesr8aetato 0.1 M pH = 8.2/NaCl 1M.
Después de una segunda incubacion de 48 hs, laei@olse centrifuga a 12.000 rpm
durante 30 min y se resuspende en buffer Tris-axcé@amM pH = 8.2/NaCl 0.1 M. La
centrifugacion/resuspension se repitie 3 veces paéa reducir la cantidad de ADN-
libre. EI mismo procedimiento anterior se repiteapal ADN 5°-tiolado. Por ultimo, se
registra el espectro electronico UV-Vis de los ddspersiones de AuNPs
funcionalizadas.

Ensamblado de los componentes del sensd&n un eppendorf de 1.5mL que contiene
230uL de buffer Tris-acetato 25mM pH = 8.2/NaCl 045 se mezclan 100uL de la
dispersion de AuNPs derivatizadas con ADN 3" deoddasicia 2.0, 100uL de la
dispersion de AuNPs derivatizadas con ADN 5" desdiancia 2.0, 120 pL de hebra
“enzima” 100uM y 50uL de hebra “sustrato”100 puMa mezcla se calienta por 2 min a
80°C y se deja reposar 24 hs. Luego, se centrgogd min a 1000 rpm. En esta etapa,
se observa la rapida precipitacion de los agrega@o®\uNPs de color violeta. El
agregado violeta se resuspende en 230uL de buffeadetato 25mM pH = 8.2/NaCl
0.5M. Después, se vuelve a centrifugar/resuspehgleces mas. La ultima resuspension
se realiza en un minimo volumen del buffer origifr ultimo, se registra el espectro
electrénico UV-Visible de los agregados resuspessdid

Ensayo del sensor y curva de calibracion con Plom&on el sensor ensamblado y
preparado para el analisis de Pb(ll) a través daecanismo de detecciblight-up” , se
procede a ensayar diferentes concentraciones dell para obtener una curva de
calibracion y el limite de deteccion del sensor.

Se colocan sobre un nylon de Parafim® 10uL de AsuldBregadas y resuspendidas
(sensor ensamblado). Espontaneamente, las AuNR#®pitae sobre el soporte y es
posible eliminar el buffer sobrenadante. Despuésldrinar la mayor cantidad de
solvente, sobre los agregados solidos se adicib®ah de solucién acuosa de Pb(ll) de
forma de lograr resuspender los agregados. Paxa\a de calibracion se ensayaron las
siguientes concentraciones de Pb(ll): 0, 1, 2, 8, 8, 10 y 20 ppm (1ppm Pb(ll) f.Sl
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Pb(Il)). La desagregacion del sistema a causahlidl) Be analiza visualmente y a traves
del espectro electronico UV-visible

Obtencién de micrografias por Microscopia Electrénta de Transmision (TEM): Se
tomaron y analizaron imagenes microscopicas de 8stras: 1) AuNPs aisladas sin
modificar; 2) AUNPs agregadas por NaCl; 3) AuNP®ggdas por la DNAzyma (sensor
ensamblado).

Para las muestras 2) y 3) se agregamull@e® la suspension sobre una rejilla de cobre de
200 mesh coffilm de formivar y carbono y se deja reposar y decaltagregado sobre
la grilla durante 1 h. Luego, se elimina el excedate solvente secando la rejilla con
papel absorbente y se coloca la grilla en el eqdpaonedicion. Para la muestra 1) se
agregan 10L de muestra de absorbancia 0.5 sobre otra rgjite deja reposar hasta
lograr evaporar la mayor parte del solvente (apnaxiamente 24 hs). Por udltimo, se
elimina el agua restante y se coloca la nuevaageiti el equipo de medicion. Para las
medidas se fija la aceleracion de electrones ek\1.00
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RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO

El método de sintesis desarrollado por Turkevichaedécada de 1950 y refinado por
Frens en la década de 1970 permite sintetizar AublRsiesféricas de didmetro
homogéneo.[37-38] El diametro de los productos vestar definido por la relacion

molar “agente reductor / Au(lll)” empleada en lageidén.[38] En particular, la técnica
empleada en este trabajo fue elaborada para oliehi#ts de 13nm de diametro.

El articulo de donde se extrajo el procedimiento seodetiene demasiado en los
resultados de la sintesis; solo especifica el tantgilas AuNPs, (“aproximadamente
13nm”), pero no realiza ningun estudio de la disition de formas y tamafios.[48]

En el sistema a ebullicion, la adicion de citraeosddio reduce a los iones Au(lll) de
acuerdo a la siguiente reaccion:

2 HAUCl, + 3 NaCgHsO7; — 2 Au + 3 NaCsH40Os + 3 NaCl + 5 HCI + 3 CQ
(citrato de sodio) (cetoglutarato ddisp

Los &tomos de Oro reducidos por el citrato se asgeara formar las nanoparticulas tal
como se describe en el Desarrollo Tedrico.

El sistema coloidal obtenido de la sintesis edlcaso y de color rojo intenso, tal como
se esperaba de acuerdo a las diferentes referammiasltadas. El espectro electrénico
de este sistema tiene un Unico maximo de absoligm definido en 520nm, igual al
reportado en el articulo de la técnica; la absargéra la dilucion empleada es de
0.5244ua (Figura 1). Hacia la derecha de este @lcespectro cae abruptamente, y
practicamente no hay absorcion luminica a longgute onda comprendidas entre 650-
800nm. Hacia la izquierda existe un minimo relatigso 431nm (0.3234ua) de
aproximadamente 2/3 de altura con respecto al neagerabsorcion.

El espectro electronico obtenido coincide con lantp general planteada para AuNPs
esféricas.[48]

0,6 -
520 nm
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Absorbancia

0,2

0,14
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T T T T T T T 1
400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 1: Espectro electrénico en el rango visible y fotografia macroscopica de la suspension de AuNPs
sintetizada. Se indica la longitud de onda del maximo del espectro, 520nm.
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El Unico maximo presente en la gréafica se debeaalarde vibracion bipolar, el Unico
modo de vibracién del plasmén superficial signifiea dentro de la region visible del
espectro en nanoparticulas esféricas de diameingsejuefios.[35]

Una vez definido el maximo de absorcion, es posddwudiar la aditividad de esta
propiedad al variar la concentracion del sistenue. lesultados de este estudio muestran
que la absorcién a 520nm es una propiedad adiva yalores por debajo de 1.48ua
(30% de AuNPs) (Figura 2). A partir de este de puas limitaciones propias de los
fendmenos de absorcion en el rango UV-Visible yedglectrofotometro empleado en el
estudio no permiten mantener la aditividad de lgp@dad. Como era de esperar, la
aditividad en el rango 0-1.48ua sugiere que laeoimacion de las AuNPs en el solvente
no afecta ni tiene relacion con el alcance y lantorde los modos de vibracién
electronica presentes en las esferas, y respossalglela absorbancia del sistema
coloidal.

Abss,0nm para cada dilucién 3'5__
de la suspensidon de AuNPS 3,0 - -
[Susp. AuNPs] AbSs5300m 25 .

100% 2.940

80% 2.940 8 20-

60% 2.547 3 -

40% 1.825 8 157

30% 1.489 <

20% 1.001 107

15% 0.751 05

10% 0.498 .

05% 0.246 00

0 20 40 60 80 100
% Suspension AuNPs

Figura 2: Estudio de la aditividad de la absorbancia a 520nm. En la grafica de la izquierda se muestra y
diferencian claramente las dos regiones de concentracidn: el rango lineal y aditivo entre 0% y 30%; vy el
rango no aditivo a partir de 40%.

El diametro de las AuNPs se determina a travéasienicrografias obtenidas por TEM.
Las imagenes de las AuNPs aisladas y sin modificason tan nitidas y reveladoras
como se hubiera deseado, y no permiten realizamkedidas de forma simple pero
precisa (Figura 3). La superposicion de las AuN&s sg observa en las imagenes se
debe mas a la forma en que las diferentes parsiéuéaon depositandose sobre la grilla
que a la propia naturaleza del sistema coloidalk &emplo, las micrografias
provenientes de una sintesis realizada previamemtetras condiciones a modo de
prueba permiten observar mucho mas claro a caddeutes nanoparticulas aisladas y la
ausencia de un patron que las mantenga formanddnioa estructura (Figura 4). Por
este motivo, para medir el didmetro de las AuNRigadas en la construccién del sensor
fue mucho mas sencillo trabajar con las imagendsseesor ensamblado (AuNPs
agregadas por la DNAzyma).

El rango de diametros de las AuNPs de la sintegsiglasde 12.5nm a 22nm. La
distribucion de tamafios se ajusta de manera bagpaetisa a una distribucién normal
centrada en 17.7nm (Figura 5). Sin embargo las apalsles mas numerosas se
encuentran entre 17.0-17.5nm y 18.0-18.5nm.
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Figura 3: Micrografias de TEM de las AuNPs sintetizadas. Las diferentes imagenes permiten observar la
distribucion a distintas escalas. En las dos imagenes grupales se advierte una fuerte superposicion
espacial de las particulas y como esto dificulta la determinaciéon de la distribucién de tamafos. De todos
modos, la superposicion no debe asociarse a las caracteristicas del sistema coloidal, sino que es
resultado de la forma de deposicién de las AuNPs en la rejilla del microscopio. Abajo a la izquierda se
marca el didmetro de una Unica nanoparticulas esférica.

Q00m

Figura 4: Micrografias de TEM de AuNPs provenientes de una sintesis realizada previamente a modo de

[ .

prueba. En estas dos imagenes no hay superposicion de las particulas y se puede observar mejor la
distribucidon de tamafios y la ausencia de patrones de unién entre ellas. La ausencia de patrones de
unidén y el aislamiento de las AuNPs en el sistema coloidal son responsables del color rojo intenso de las
suspensiones.

La varianza del ajuste normal es de 1.3nm, lo aterchina que el didmetro del 95% de
las AuNPs esta comprendido entre 15.1nm y 20.3mm% \{drianzas en torno a la media).
De este resultado se desprende que el diametr@séelde las AuNPs varia menos de

50



15% alrededor del valor medio de 17.7nm. El valedim de 17.7nm se aleja un par de
nandmetros del diametro esperado segun detall@etgimiento empleado (13nm). Una
de las hipoétesis para explicar esta diferencicagefios esta en el disefio del sistema de
reaccion. El equipo utilizado en nuestra sintesisparmitia la agitacion vigorosa y
constante del medio de reaccion, por ejemplo coa pastilla magnética. Como
consecuencia, al momento de agregar el citratood® s la solucion de Au(lll) la
reduccion del metal pudo no haberse dado con lananimtensidad ni a la misma
velocidad que en la sintesis original. Se ha deawbstque la agitacion del medio tiene
una fuerte influencia en el tamafio de las AuNPssguorman durante la sintesis. Por
ejemplo, en un estudio realizado por Tabeizal, la agitacion a diferentes velocidades
del medio de reaccion permite obtener AuNPs de elid® que van desde 42nm a 4nm
sin variar la relacion de concentraciones de cityau(lll).[68]

Por otro lado, la dispersion de tamafios tambiémrepoco mayor a la esperada y
reportada para este tipo de reacciones. Esta niifierdambién se puede atribuir a la
ausencia de agitacion del medio de reaccion.
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Figura 5: Proporcion de tamafios de las AuNPs de la sintesis y ajuste normal de la distribucién. En el
grafico las nanoparticulas se agrupan en intervalos de 0.5nm.
La media y la varianza del ajuste normal son 17.74nm y 1.33nm respectivamente.

La ausencia casi total de particulas no-esfériambien es otro aspecto a destacar. En
las micrografias TEM de la sintesis de AUNPs a ear@n la construccion del sensor, la
gran mayoria de las nanoparticulas observadas sterag o formas facilmente
asimilables a esferdsOtro pequefio grupo esta compuesto por ovoidesigpaaticulas
irregulares. Pero quiza lo mas destacable de Hildision obtenida es que no se
distinguen nanoparticulas con formas geométricagsféricas bien definidas, como

1 , . .

Las nanoparticulas observadas en realidad son formas poligonales con muchas caras, y por eso en las
imagenes terminan asimilandose a esferas. La presencia de caras cristalinas planas en la superficie no
permite definir estas estructuras como esferas perfectas.
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triangulos, hexagonos, etc. Esta distribucion denés es consecuencia del fuerte control
termodinAmico que actla sobre el proceso de sinté&si este tipo de procesos,
prevalecen las formas geométricas termodinamicameas estables, como las esferas.

Con los datos de la absorbancia en el maximo gelcé® electronico y el diametro de
las AuNPs obtenidas es posible calcular la conaeidin de nanoparticulas en la
dispersion y el coeficiente de extincion de losdpicios obtenidos en la sintesis. Sin
embargo, para poder determinar estos parametroseessario asumir un par de
condiciones: todo el Oro presente en el medio decrén fue reducido y forma parte de
las AuNPs sintetizadas; la AuNPs tienen un diamatsmogéneo de 17.7nm; y la
densidad de las AuNPs es igual a la de un blogueDde metalico. Bajo estas
condiciones se calculé que los 50mL de dispersiédyzidos tienen una concentracion
de AuNPs de 5.8 x 1OM y un coeficiente de extincién de 7.2 XM cm™ (Cuadro 1).
Este coeficiente de extincién resulta muy similaregportado por Haisgt al; para
AuNPs de 18nm de diametro el calculo tedrico entmean el articulo determina un
coeficiente de extincién de 3.87 x®101™ cm™ en el valle del espectro a 450nm.[41]
Asumiendo que la absorbancia a esta longitud de @sdde 2/3 de la del pico del
espectro, el coeficiente de extincidn teérico enn&@ximo de absorcién es de
aproximadamente 5.8 x AMcm™.

CUADRO 1: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y EL COEFICIENTE DE EXTINCION DE
LAS AuNPs EN LA SINTESIS ENSAYADA:

masa HAuCl,- 3 H,0=0.0195g PF HAuCl,- 3 H,0 =390.8 g/mol
MA Au = 197.0 g/mol

masa Au = 0.0195 g x 197.0 g/mol / 390.8 g/mol = 9.83x10° g

didm. AuNP = 17.7 nm = 1.77x10° cm

vol. AuNP =4 /3 xux (didm. /2)* =4/3 xtx (1.77 x 10° cm / 2)° = 2.90x10™** cm®

dens. Au=19.3 g/cm3

masa AuNP = dens. x vol. = 19.3 g/cm’ x 2.90x10™® cm® = 5.60 10" g

Cant. AuNPs = masa Au / masa AuNP = 9.83x10° g / 5.60x10™ g = 1.76x10"* AuNPs

Conc. AuNPs = Cant. / vol. H,0 = 1.76x10"* AuNPs / 50 mL = 3.52x10'? AuNPs/mL

3.52x10"” AuNPs/mL x 1000 mL/L / 6.02 x 10” AuNPs/mol = 5.84x10™ M

La concentracién de AuNPs en la suspensién es de 5.84x10”° M (=5.84nM)

Abs. AuNPs =0.5244 ua

(la muestra medida es una dilucién 1/8 de la dispersidn original)

5.84x10° M / 8 =0.73x10° M

Ley de Beer >  Abs.=A.b.C
0.5244 ua=€x1cm x 0.73x10° M > £ = 7.18x10° M cm™

El coeficiente de extincidon experimental de las AuNPs de 17.7nm es de 7.18x10° M ecm™

Con estos resultados se pueden retomar los ddgogrgfica del estudio de aditividad y
cambiar los porcentajes arbitrarios empleados @aohcentracion molar de AuNPs. La
nueva grafica, la grafica de Beer-Lambert, es inddfente de la sintesis realizada en
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este trabajo, y permite calcular el coeficienteegigncion en la zona donde se cumple la
aditividad (Figura 6).
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Figura 6: Grafico de Beer-Lambert para la dispersion de AuNPs de 17.7nm. La pendiente de la recta en el

intervalo donde se cumple que la absorbancia es una propiedad aditiva para las AuNPs (0 nM a 2 nM)

determina el coeficiente de extincion y vale 7.6 x 108 Mem™.

La relacion entre el tamafio de las AuNPs y el méxde absorcion en el espectro
también coincide de forma bastante precisa conrdéssiltados de la bibliografia
consultada. En particular, estos dos parametroslgoueelacionarse a través de la
ecuacion empirica planteada por Khlebstov, y gel@ern partir de la recopilacion de
resultados de sintesis de nanoparticulas realizgoas diferentes equipos de
investigacion. A partir de la frecuencia del maxidel plasmén superficial es posible
calcular el tamafio promedio de las AuNPs respoaesat# este resultado. En este caso,
al espectro con el maximo ubicado a 520nm le coorede una suspension de AuNPs de
16nm de didmetro.[69]
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ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LA DNAZYMA 17E

Como resultado de las numerosas rondas de seleesgayadas, la variante clasica o
simétrica de la DNAzyma 17E esta altamente optid@zapresenta gran reactividad en
presencia de sus cofactores especificos. El cldajé&a hebra “sustrato” de la variante
clasica puede darse de forma casi inmediata sidilasentraciones de los reactivos y las
condiciones del medio son las adecuadas.[56] Remomento de construir el sensor de
Pb(ll), esta version de la DNAzyma no permite digefin instrumento con deteccion
“light-up” , cosa que si sucede con la variante de brazogiasios.

Al haber arribado a una variante de la DNAzyma susrde optimizada, la variacion de
diferentes aspectos del sistema, como la simetitosl brazos de las hebras, puede
alterar la funcionalidad y la actividad catalititas brazos de la hebra “enzima” son los
responsables de mantener la unidén entre la helmania” y “sustrato” a través del
apareamiento de bases de Watson-Crick (Figura iT)pdtticular, el cambio en la
extension de estas secuencias modifica la eneegimidn del sistema y la velocidad de
disociacion después del clivaje. Cuanto mas laogoldrazos de la hebra “enzima”,
mayor sera el numero de bases apareadas, y mékd#fidesaparear el complejo entre
las dos moléculas. Al emplear la variante asimgtde la DNAzyma, el cambio del
factor energético permite la desagregacion delosesis la necesidad de incubar a 50°C
y, como resultado, se genera el sistema de detetigibt-up” . Sin embargo es deseable
y necesario evaluar esta modificacion en el laggtod brazos y ver como altera, ademas
de la energia de unidn, la actividad de la DNAzyma.

En principio, la extension/compresion de los brad®$a hebra “enzima” no modifica el
sitio catalitico ni los nucleotidos esenciales plraactividad. Liu & Lu estudiaron
diferentes variantes de la DNAzyma asimétrica y araron que la actividad se inhibe
recién al eliminar al menos 7 nucleétidos del brdececho de la DNAzyma.[66] El
sensor construido en este trabajo incorpora uniantarcon 4 nucleétidos menos en el
brazo derecho y 4 nucleo6tidos mas en el brazoerdoi(Figura 7).

¥

i
A) FETAGAGAAGG TATCACTCA
HEEEEN

AR
5 CATCTCTTCT ATAGTGAGT
Y
[ A
QG\C\GGTEG
Ge

YA
B) ¥ CGTGTGCTCﬂﬁCTCTTGITCTGTAGAIIEAﬁGG ' TATCAAGTGTCTATCCAGCG

[ | [ I 11 # 111
=) ACAGACHTCICTTCCT ATAGT
[N B
“G\C\GGTCG
G

Figura 7: Secuencias y estructura secundaria de los componentes de A): la variante cldsica de la
DNAzyma 17E y B): la variante asimétrica empleada en el estudio electroforético. Las extensiones en la
hebra “sustrato” en los dos extremos de la variante estudiada permiten enlazar a la DNAzyma con las
AuNPs derivatizadas. El empleo de este disefio es lo que posibilita la construccién del sensor de con
deteccién “light-up”.

Sobre este sistema, en primer lugar se verificOianésl un estudio electroforético la
formacion del complejo entre la hebra “enzima” yhkbra “sustrato” en ausencia del
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cofactor de la reaccion. La formacién de este cejopés indispensable para que se
produzca la actividad y el clivaje una vez agregeldon Pb(ll).

En el carril 1 del gel de poliacrilamiada en coraties nativas se cargo la mezcla de
hebra “enzima” y hebra “sustrato”; la presencidadbanda por debajo del marcador de
peso de 100pb corresponde al complejo entre lasnawéculas (Figura 8). En los
carrilles adyacentes se observa la banda que porrés a la “hebra enzima” de 30 bases
(carril 2) y a la hebra “sustrato” de 50 basesrilca). En el carril del complejo también
se revela la banda de la hebra “sustrato” debidpe se encontraba en exceso en
relacion a la hebra “enzima”.

Un vistazo rapido a las secuencias de las dos mlakdel sistema estudiado indicaba
gue no debia haber mayores problemas para el aparga y la formacion de la doble
hebra en algunos tramos puntuales de las molédidatormacion del complejo es el
primer paso para lograr el sistema con actividddliti@a. Sin embargo, con el anterior
experimento es imposible saber si el complejo folon@speta la estructura secundaria
de la DNAzyma (en particular, lEop en el centro de unién a los iones Pb(ll)) y presen
la actividad endonucleasa reportada para estensiste

Figura 8: Gel de electroforesis en poliacrilamida 20% en condiciones nativas y revelado con tincion de
plata que demuestra la formacién del complejo entre la hebra “sustrato” y la hebra “enzima”. Carril 1:
hebra “enzima” + hebra “sustrato”, Carril 2: hebra “enzima”, Carril 3: hebra “sustrato”, Carril 4:
marcadores de peso molecular. La banda mayoritaria en el carril 1 corresponde al complejo entre las dos
secuencias, que migra como una molécula de aprox. 80pb. Abajo, también se observa la banda de la
hebra “sustrato” debido a que se encontraba en exceso en relacidn a la hebra “enzima”. En los carriles 2
v 3 se observan las bandas de la hebra “enzima” y la hebra “sustrato” respectivamente.

Una vez demostrada la formacién del complejo, sequtié a evaluar la actividad de la
DNAzyma.

En vista de que se ha reportado que el clivajeadbebra sustrato se da de forma
practicamente instantdnea en presencia de Pb(#) entorno de @M y fuerza i6nica
(200mM) y pH (8.0) facilmente ensayables, los priveeexperimentos realizados
dejaban reaccionar el sistema por alrededor de Zblmin en estas condiciones de
reaccion. Con el complejo de la DNAzyma ya formamto adicionaba un pequefio
volumen de Pb(ll), y después de 20 min se detaniedccion mediante la quelacion del
metal con EDTA. En estos ensayos no se logré oasérs productos de clivaje en los
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geles de poliacrilamida; en el gel solo se distiaguna banda que corresponde al
sustrato sin clivar, pero ningun producto del cate estos resultados se desprende que
en estas condiciones de ensayo (fuerza ionicatigidpo de reaccion, etc.) no es posible
verificar la actividad enzimatica.

Manteniendo el tiempo de reaccion se procedio abana concentracion de Pb(ll), la
concentracion de la DNAzyma, la fuerza idnica y/pH sin resultados positivos.
Finalmente, recién al dejar reaccionar el sistemnarde 18 hs se logré observar los
productos de clivaje en el gel de electroforesigua 9).

La hebra “sustrato” de 50 bases puede clivarsaesepcia de Pb(Il) en dos moléculas,
de 30 y 20 bases. En el carril 1 del gel de palanida en condiciones nativas (tubo
“Reaccion” en el procedimiento) se observa una édedue hacia el final de la corrida,
gue corresponderia al producto de clivaje de 28shdd producto de 30 bases no puede
observarse individualmente debido a que se superpom la banda de la hebra
“enzima”, también de 30 bases. En este mismo chariharcada presencia de la banda
de la hebra “sustrato” a 50 bases indica que ehjelino fue completo. La banda del
producto de clivaje a 20 bases, en cambio, no serad en el carril 2 (tubo "Control” en
el procedimiento). La ausencia de la banda encesti se puede asociar con la ausencia
del cofactor Pb(ll) en el medio de reaccién. Potalato, sin el cofactor metalico no es
posible que se produzca el clivaje de la hebratfaws. Aparte, en los carriles 3y 4 se
observan las bandas que corresponden a la helzian'@ny “sustrato” respectivamente.
Estas bandas sirven como patron para identificarmaléculas en los carriles de la
reaccion.

Sustrato

Enzima —‘

Producto de Clivaje ~ —p =20 pb

Figura 9: Gel de poliacrilamida al 20% en condiciones nativas revelado con tincién de plata que
demuestra la actividad de la DNAzyma y el clivaje de la hebra “sustrato” en presencia de Pb(ll). El carril 1
corresponde al sistema de reaccién que contenia la DNAzyma y Pb(ll), el cofactor que posibilita el clivaje.
Se observan 4 bandas: de mayor a menor tamafio, la banda del complejo “enzima”-“sustrato”, la banda
de la hebra “sustrato”, la banda de la hebra “enzima” y la banda de uno de los productos de clivaje. El
otro producto de clivaje coincide en tamafio con la hebra “enzima”. El carril 2 corresponde a la solucién
de DNAzyma pero sin Pb(ll) adicionado. Se observan las mismas bandas que en el carril 1, salvo por la
banda del producto de clivaje. La ausencia de esta molécula de ADN en el carril demuestra que la
ausencia del cofactor impide que se produzca la actividad enzimatica y el clivaje. En los carriles 3 y 4 se
observan las bandas de la hebra “enzima” y la hebra “sustrato” respectivamente.

Con estas condiciones de reaccion, se pudo demgsieaa adicion de Pb(ll) sobre el
complejo de la DNAzyma 17E genera el clivaje depaguefio porcentaje de la hebra
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“sustrato”. Sin embargo, el tiempo de reaccion sage (18 hs) y el bajo porcentaje de
avance revelado se alejan de los resultados eggeyaeportados sobre la actividad de
esta variante de la DNAzyma 17E. En este sentidede resultar atractivo realizar un
estudio tedrico de la estructura secundaria y lapigdades termodinamicas de la
DNAzyma para ver si ayudan a aclarar el por quéodegoroblemas observados en la
reaccion.

El software“mfold” permite visualizar las conformaciones ne&sables de una molécula
de ADN y obtener los parametros termodinamicosiadas al proceso de formacion de
esa estructura secundaria.[70] Con los resultattogados por el programa, se puede
evaluar cOmo es esta estructura tedrica en relatiplanteo previo o qué tan estable son
las uniones de las bases de la secuencia.

El programa mfold anicamente genera estructuramsiecias de una molécula simple de
ADN. El sistema estudiado, la DNAzyma 17E, sin ergbasta compuesto por las dos
moléculas mencionadas con anterioridad. Para adabtaomplejo de estudio al
programa, la hebra “sustrato” y la hebra “enzima&gben unirse para formar una Gnica
molécula, agregando un par de nucleétidos que feeral “giro” de la secuencia en uno
de los extremos. Como estos nucledtidos no puedtaeraf la doble hebra, no afectan de
forma significativa los parametros termodinamiceksistema.

El analisis de la estructura secundaria se regbza dos casos: la variante clasica de la
DNAzyma 17E y el sistema sobre el que se ensay@alecion en este trabajo (variante
asimétrica con la hebra “sustrato” extendida).

Fijando la concentracion de Na&n 200mM vy la temperatura en 20°C, el programa
genera dos conformaciones (uno por cada caso)tdectesa secundaria bien definida
(Figura 10). Al estudiar las alineaciones calcutadse puede ver que klop que se
forma espontdneamente corresponde de forma eXagiteoale reconocimiento y unién
del cofactor reportado en la bibliografia. En les @¢asos, la estructura secundaria mas
estable del sistema determina la conformacién gumipe la actividad cataliticaEste
resultado, en principio revela que la conformacitas estable en la variante asimétrica
no presenta problemas estructurales al momento nitseual cofactor metélico y
provocar la actividad catalitica.

La energia total de Gibbs para la formacién desteuetura secundaria y la temperatura
de fusion de las dos conformaciones también samttassimilares entre si.

En principio, estos valores indicarian que el candal largo y la simetria de los brazos
de la DNAzyma no afectan a las propiedades termaoditas globales del proceso
estudiado. Entonces, la diferencia significativireetas dos variantes debe encontrarse
en elAG local de cada uno de los brazos. En la DNAzyrasich, cada una de las dos
uniones entre la hebra “enzima” y la “sustratohéieuinAG de estabilizacion local de
alrededor de -11 kcal/mol. En cambio, en la vaeiaagimétrica ehG local varia entre
los dos brazos del sistema; en el brazo largo-18l25 kcal/mol y en el brazo corto vale
-4.93 kcal/mol. En funcion del bajo valor relatidel AG local, el brazo corto de la
variante asimétrica puede gobernar y determinapiosesos de ensamblado, catalisis y
desensamblado tanto en la DNAzyma libre como seresor.[66]

Por un lado, la menor rigidez e intensidad del @nlpermite liberar al producto de
clivaje generado después de la reaccion de manéma sencilla y eficiente. Esta

"El programa también generaba una segunda estructura de AG similar. En ella, se mantenia el pliegue
global, pero el sitio catalitico se veia ligeramente modificado por el apareamiento de la adenina 10 con la
timina 20 en la variante clésica (en la otra DNAzyma el apareamiento era entre A15y T25)
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caracteristica del sistema es aprovechada pardraored sensor de deteccidtight-
up”. Pero por otro lado, es esta misma naturaleza deibn la que quiza afecte la
formacion deloop de reconocimiento previo a la reaccion debido e &uapareamiento
de las hebras puede romperse facilmente sin lasideck de cambios energéticos
significativos. En particular, este problema resutids determinante en la DNAzyma
libre que en el sensor, ya que la mayor libertdgideema en solucion dificulta adn méas
la formacion de la doble hebra en este tramo dedesencias. En el sensor, en cambio,
la mayor rigidez del complejo y la presencia devaseinteracciones (entre la hebra
“sustrato” y el ADN de las derivatizaciones, poersplo) quiza colabore para formar
estos enlaces. La dificultad para establecer ureapaento estable puede ser la causa de
avance de la reaccion llamativamente bajo obseresmdel gel de poliacrilamida. De
todas maneras, en el sensor de Pb(ll) existe ldbijidad de que la DNAzyma se
comporte de manera diferente debido a la presefeilbs nuevos componentes que
integran el complejo.
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Figura 10: Estructuras secundarias mas estables generadas por el software mfold para A): la variante
clasica de la DNAzyma 17E, y B): la variante asimétrica empleada en el estudio electroforético. En los dos
casos, el resultado del programa y en especial el loop en la mitad de las secuencias, coinciden con la
estructura reportada y que posibilita la actividad del sistema. Para el analisis de la variante clasica, se
agregaron 5 adeninas entre el extremo 3" de la hebra “enzima” y el extremo 5" de la hebra “sustrato”
para permitir el giro de la secuencia de ADN.

En el recuadro inferior se indican las propiedades termodinamicas calculadas por el software para cada
una de las estructuras generadas.
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DERIVATIZACION DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO CON LAS MOLECULAS DE
ADN TIOLADAS.

La derivatizaciéon de las AuNPs con las moléculasiddl modificadas se logra a través
de las formacion del enlace covalente entre lom@sode Oro de la superficie de la
nanoparticula y el &tomo de Azufre del extremoadeskcuencias. La formacion de este
enlace se da de manera practicamente instantaee#ral en contacto las dos especies,
incluso si los grupos tiol se encuentran en undestie oxidacion mas elevado formando
puentes disulfuro. Una vez establecida la derigaitn, la union de los atomos es
sumamente estable y dificil de romper como consexaede la elevada energia del
enlace entre Oro y Azufre.

La reaccién de derivatizacion tal cual se descghelos Métodos es relativamente
sencilla. La mezcla de los dos componentes, AuN#tadas y ADN modificado, vy el
cambio de las condiciones salinas del medio deci@adogran generar facilmente la
unioén entre los atomos.

El propio procedimiento, ademas, permite verifisase produjo la modificacion de las
AuNPs de forma efectiva. En el Desarrollo Teorise,detalldo como el cambio de la
fuerza ionica por la adicibn de un electrolito iodula formacion de estructuras
compuestas por varias hanoparticulas. Macroscopiynesto se asocia a un cambio de
color de la suspension. En una de las etapas dekgimiento empleado se adiciona
NaCl 1M al sistema de reaccion. Si las AuNPs nealmgn modificarse, el aumento de la
fuerza iénica rapidamente induciria la formaciérageegados y el cambio de color de la
suspension. Pero en el procedimiento, y tal compusl® observar en la practica, el
cambio de color no se produce, debido a que laidnatizacion de las AuNPs con las
moléculas de ADN impide la formacion de los agregagdor el aumento de la fuerza
iGnica.

La comparacion del espectro electronico de las AuBlR modificar y las modificadas
también permite evaluar la unién del ADN. De nuegn, el Desarrollo Teorico se
explicO como el patron de absorcion del plasmonedigml de las AuNPs esta
fuertemente determinado por el entorno cercan@asled&noparticulas. En este caso, la
modificacion covalente podria cambiar, aunque sefiina minima, algunos rasgos del
espectro electrénico.[48]
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Figura 11: Zoom del espectro electrdnico en la zona del maximo de absorcidn, que permite observar el
corrimiento del pico hacia la derecha para las AuNPs funcionalizadas en comparacion a las AuNPs
aisladas sin funcionalizar. El corrimiento observado es de aprox. 5nm y sirve como evidencia de la
modificacidn del entorno cercano de las nanoparticulas.
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En el espectro de las AuNPs modificadas, tanto @laf®DN tiolado en 5° como para el
3", se observa un corrimiento hacia la derecharndedimo de absorcién, que revela un
cambio del entorno de las nanoparticulas del ses{&ngura 11).

El maximo del espectro también se relaciona corcdacentracion de las AuNPs
funcionalizadas como resultado de la purificaci@n pentrifugacion y determina los
volimenes de suspension a utilizar en la constincdel sensor. De todos modos, la
tolerancia a la agregacion de la suspension framtambios de la fuerza ibnica, y la
variacion del maximo del espectro no necesariameeteen asociarse a la union
covalente entre el Azufre del ADN y la nanopartci8e ha reportado que las moléculas
de ADN simple hebra sin modificar también son daaipor las AUNPs, se unen a ellas
por atracciones electrostaticas no covalentes édenpa formacion de agregados por
fuerza ionica.[71]
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ENSAMBLADO DEL SENSOR

La funcionalizacién de los dos grupos de AuNPs dldlltimo paso necesario para
comenzar la construccion del sensor. Completada etstpa, ya disponemos de los
cuatro componentes en condiciones de iniciar elrabfado.

El ADN de las derivatizaciones puede formar la ddimbra con las extensiones en los
dos extremos de la secuencia de la hebra “sustiagesta forma, la hebra “sustrato”
actia como “puente” entre las AuNPs derivatizatiss acerca espacialmente y fija la
distancia de separacion entre ellas. El nuevo eotde las AUNPs genera cambios en el
perfil del pasmon superficial, que se asocian ahlga de color de la suspension.
También, como consecuencia del gran tamafio, efjagoede AUNPs-DNAzyma pierde
la estabilidad coloidal propia de las AuNPs aistagguede precipitar y centrifugarse
mas facilmente.

Después de completada la formaciéon del agregads gliferentes etapas de purificacion
por centrifugacion, se obtiene una suspensiontei@deulada, que rdpidamente precipita
en el fondo del tubo si se deja estabilizar popande minutos. El espectro del agregado
de AuNPs-DNAzyma cambia de forma notoria en conganaal espectro de las AUNPs
aisladas (Figura 12). El maximo a 520nm se corogaha izquierda y pierde intensidad
en relacion al piso de absorcion del espectro. Tamba absorbancia aumenta de forma
pareja, sin ningun maximo puntual para longitudesodda comprendidas entre 650-
800nm. El perfil del espectro en esta Ultima zonhaasecuencia de la componente de
absorcion vinculada a las AuNPs agregadas. Encpkatj se puede tomar el valor de
Abs;oonm cOmo indicador relativo del monto de AuNPs agregad/ a través de la
relacion Abs,onndAbS7o0nm determinar el grado de agregacion del sistema.ocCena de
esperar, este cociente resulta mucho mayor paruldPs aisladas que para el agregado
de AuNPs-DNAzyma.

El cambio de color y de perfil del plasmén supéafig la precipitacion de estructuras
macroscopicas demuestran la existencia de un aciemt® espacial de las AuNPs y la
formacion de agregados compuestos por varias pksic
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Figura 12: Espectro electrdnico en el rango visible y fotografia macroscdpica del agregado de AuNPs-
DNAzyma (violeta). La grafica roja punteada corresponde al espectro de las AuNPs aisladas.
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Figura 13: Micrografias de TEM de los agregados AuNPs-DNAzyma. Las diferentes imagenes permiten
observar el sistema a distintas escalas. La imagen superior izquierda corresponde a un pequefio
agregado de apenas un par de decenas de AuNPs. En esta imagen, practicamente no hay superposicion
de nanoparticulas, y se puede ver como la distancia de unién entre cada una de ellas se mantiene
bastante estable. La imagen superior derecha corresponde un extremo de un agregado de mayores
proporciones. En las dos imagenes inferiores, el aumento de la escala permite observar el extremo
agrupaciones de AuNPs mucho mas importantes.

En las cuatro micrografias también se ve como las nanoparticulas mantienen su identidad esférica a
pesar de formar parte de agregados supramoleculares.

Las micrografias de TEM también permiten observalemostrar la formacién de los

agregados de AuNPs-DNAzyma. En estas micrografiaspbserva que las AuNPs

forman estructuras compuestas por varias nanopiagiccon un patrén de separacion
que se mantiene fijjo en casi todas las unionesu&ig3). Hacia el extremo de los

agregados, practicamente no hay superposicion NiPAuaisladas; todas se ven en un
mismo plano, respetando una separacion espaciaejuepite de forma casi constante.
Volviendo al principio de esta seccion, en las oucafias de las AuNPs aisladas
también se veia uniones entre las particulas &i@)y pero no habia el patrén de
separacion estable que se observa en estas imagenes
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Sabiendo que el largo de cada nucleétido de ADNle€.34nm y que la hebra
“sustrato” tiene 51 nucleoétidos, la distancia deasacion tedrica entre las AuNPs, de no
existir ningun pliegue adicional, deberia ser ded|dor de 17nm. En las imagenes sin
embargo, esta distancia es claramente menor. Reohatite, en el “puente” de unidn
entre las AuNPs la hebra “sustrato” no se encuauingpletamente extendida, de forma
gue la separacion entre las nanoparticulas segeathioriamente.

Otro punto a destacar de las micrografias es gpesar del nuevo aspecto observado en
el sistema, las AuNPs de los agregados mantienerddatidad geométrica. La
agregacion por fenbmenos de este tipo produce riaxiapacion en el espacio de las
nanoparticulas funcionalizadas, pero evita la fugié estas estructuras en un unico
cuerpo de mayores dimensiones. En este sentidaltaremiteresante comparar las
suspensiones y las imagenes obtenidas de estagdgsepor ADN con los agregados
inducidos por NaCl.

Sobre una suspension de AuNPs aisladas, la adit@éuna solucion concentrada de
NaCl genera cambios macroscopicos inmediatos sistelma coloidal. La suspension de
AuUNPs, antes roja intensa, se vuelve azul en curede segundos. El perfil del espectro
electronico acompafa este cambio de color dehsis{€igura 14).
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Figura 14: Espectro electrénico en el rango visible y fotografia macroscépica del agregado de AuNPs
inducido por NaCl (azul). La grafica roja punteada corresponde al espectro de las AuNPs aisladas.

Las micrografias de TEM de los agregados inducpysNaCl revelan que las AuNPs
aisladas y esféricas han perdido completamentdesuidad y se encuentran fusionadas
en una especie de gran red metalica (Figura 15gskEncaso, ya no se puede hablar de
separacion espacial entre las nanoparticulas debidolapso y la fusion de las esferas
originales. Al comparar los dos sistemas, AuNPsegaptas por ADN y AuNPs
agregadas por NacCl, las diferencias microscopintis é0s dos sistemas son notorias. El
estado de agregacion se vincula directamente comokr macroscopico de la
suspension. La suspension de AuNPs aisladas, de @b intenso, va volviéndose
“mas azul” a medida que las esferas se aproximaneleespacio. Las AuNPs
funcionalizadas en el complejo con ADN presentan estado de agregacion
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“intermedio” y por eso su color violeta. Finalmeng color azul bien definido en las
AuNPs agregadas por NaCl se debe a que ya no pasas@n entre las esferas.

200nm 400nm

Figura 15: Micrografias de TEM de los agregados AuNPs inducidos por NaCl. En las dos imagenes se
observa una estrecha red de nanoparticulas, sobre la que resulta imposible distinguir elementos
aislados. La adicién de NaCl provoca la pérdida de la identidad esférica de las AuNPs y el colapso en una
Unica gran estructura en forma de red.
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PUESTA A PUNTO DEL SENSOR Y CURVA DE CALIBRACION

La mezcla de los cuatro componentes del sensoludar a una suspension violeta, y
dentro de ella, un agregado de aspecto soélido ce@pfa si el sistema se mantiene
estatico. En principio, esta suspension puede actuao un sensor colorimétrico para
Pb(ll), de acuerdo al mecanismo de detecci@h-up” planteado en el Desarrollo
Tedrico.

Es asi que se ensayaron distintas soluciones acdedab(ll) de varias concentraciones
para evaluar la respuesta del sensor y verificegadmente permite revelar la presencia
del ibn metalico.

La precipitacion espontanea de los agregados AUDNPszyma resultd sumamente
beneficiosa a la hora de elaborar el protocolo sie del sensor. Esta propiedad del
sistema permite realizar los ensayos sobre un sojmarte (Parafilffi, en este caso). El
ensayo realizado de forma directa sobre el agregadPs-DNAzyma resulta mucho
mMas ventajoso que trabajar directamente en solup@mejemplo. La forma de trabajo
descrita en los Métodos permite conservar la atensidad del color del sensor, ya que,
entre el volumen de sobrenadante que se quitavgl@inen adicionado de Pb(ll), no se
realiza una dilucion excesiva y se logra manteheolamen de la solucién original.

En una primera serie de medidas se evalla la refspdel sensor frente a soluciones de
Pb(ll) de Oppm, 1ppm, 3ppm, 6ppm y 10ppm. Aplicandometodologia descrita
anteriormente, la adicion de la solucidon sobreget@ado produce un cambio de color
inmediato del sistema de deteccién Unicamente sneftsayos de 6ppm y 10ppm.
Después de la re-suspension en la solucion deyenshsensor, originalmente violeta-
oscuro, se torna rojo intenso indicando la presedei AUNPs aisladas. (Figura 16) En
cambio, esta variacion del color no se produce [@asdlucion blanco y las soluciones
de Pb(ll) de 1ppm y 3pmm. En este caso, al resdgpesn el solvente, el agregado
mantiene el color violeta original.

La experiencia se repitié varios meses mas tardeeartivos nuevos y un nuevo sensor
construido desde cero en iguales condiciones, emg@teahora soluciones de Pb(ll) de
Opmm, 2ppm, 4ppm, 8ppm y 20ppm. En este caso, Sena@n cambios colorimétricos
significativos Unicamente para las soluciones demdy 8ppm. En contrapartida, el
ensayo con la soluciéon 20ppm produce una reacosperada en el sensor, que no se
vincula con el mecanismo de deteccion asociadongttumento. La adicion de la
solucion de Pb(ll) produce la precipitacion totel dgregado y la formacion de un sélido
negro imposible de caracterizar en el espectro dv-Nor lo tanto, resulta imposible
aplicar este sistema para concentraciones de Rlle(Bsta magnitud.

A partir de estos resultados, se puede proyectaprumer limite de deteccidn para
ensayos colorimétricos a “ojo-desnudo”. De lasrdifées soluciones ensayadas, 4ppm
es la menor concentracion de Pb(ll) que logra actav la DNAzyma y producir la
desagregacion y el cambio de color visible del enkos ensayos realizados con
soluciones de menor concentracion no logran des#ianlos agregados, y el color del
sensor se mantiene idéntico al ensayo sin Plomo.

Para las evaluaciones a “ojo-desnudo” también tedlificil establecer un rango de
deteccion semi-cuantitativo. EI cambio de colorestado en los diferentes ensayos con
resultados positivos es practicamente el mismop yes posible distinguir de manera
sencilla tonos de rojo diferentes en cada una @s esedidas. En este sentido, el sensor
disefiado y la metodologia aplicada resultan adesupara un instrumento de deteccion
de resultados positivo/negativo.
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El limite de deteccion estaria fijado en 4ppm d@IRlla menor concentracién que logra
producir el cambio de color del sistema (Figura Pé)emas de las caracteristicas de la
sefal de transduccion, la posibilidad de trabagdores soportes inertes y el resultado
instantaneo del analisis también son cualidadestiyass en vistas de posibles
aplicaciones practicas.

AuNPs agregadas por la DNAzyma

. ' . ‘ ' (Sensor ensamblado)
- = Sensor re-dispersado en Pb(ll) de
. . ﬂ ) o diferentes concentraciones
10 6 4

1 0 pom Pb(lIl)

Figura 16: Sensor antes y después de ensayar las soluciones de Pb(ll) de la primera serie de medidas. Se
observa como el cambio de color, de violeta oscuro a rojo, se produce solamente en los ensayos de
6ppmy 10ppm.

El resultado y el color de cada uno de los enstamobién puede evaluarse a través del
espectro electronico (Figura 17).

En los resultados de la primera serie de medidabserva claramente como el espectro
de los ensayos de 6ppm y 10ppm resultan muy sesilaf espectro de las AuNPs

aisladas (Figura 17a). En comparacion al espeersahsor ensamblado, la adicion de
Pb(Il) corre el maximo de la grafica hacia la izgda y gana en intensidad en relacion al
piso de absorcion a longitudes de onda mayorespmordidas entre 650-800nm. En

cambio, el espectro de los ensayos no positivd@&pgden y 1ppm practicamente no varia
respecto a la medida con la solucién blanco.

Aparte, también puede observarse como los espedérdes dos resultados positivos
presentan diferencias entre si. Para el ensayqp,6la componente del espectro a
700nm (consecuencia de las AuNPs agregadas) esonmu&bl apreciable que para el
ensayo de 10ppm, e indicaria que la desagrega@brainplejo AuNPs-DNAzyma
todavia no se dio de forma completa. Esta difeeesei vuelve evidente al calcular el
cociente de Ahson{Absroonm €l parametro utilizado para intuir el grado deeggcion
del sistema.

El mismo estudio se realiza para la segunda serimatlidas. En este caso, el perfil del
espectro de los dos resultados positivos tambguiteesimilar al espectro de las AUNPs
aisladas (Figura 17b). Ademas, en estos dos ensay@siede ver de nuevo como la
Abs;oo €s mayor para el analisis de la solucién con mehgs).

A partir de estos resultados, es posible trabajer @ parametro ARsonn{AbS700nm
utilizado por Liu & Lu para evaluar el grado de algegacion del complejo AUNPs-
DNAzyma.[27, 63-65] Como se menciond anteriormeastas dos longitudes de onda
se asocian directamente con las componentes deciimsale las AuNPs aisladas
(Abssoonm Y de las AuNPs agregadas (Adesn); cuanto mas grande la diferencia entre
las dos mediciones, caso esperado para un sistenfulNPs aisladas, mas grande
también el valor del parametro de ensayo.
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Figura 17: Espectro electrénico de los resultados de A): la primera serie de medidas y B): la segunda
serie de medidas (realizadas en el equipo ACTGene ASP-3700). Para la primera serie, los resultados
negativos de 1ppm y 3ppm tienen el mismo perfil que el espectro electréonico de la solucion blanco. En
cambio, en los ensayos con 6ppm y 10ppm el Pb(ll) adicionado logra desagregar el complejo AuNPs-
DNAzyma y el espectro electrénico obtenido se asemeja al de las AuNPs aisladas. Lo mismo sucede con
la segunda serie. El ensayo de 2ppm presenta el mismo perfil que la soluciéon blanco, mientras que los
ensayos de 4ppm y 8ppm tienen un comportamiento similar al de los resultados positivos anteriores.
Los valores de absorbancia absolutos son notoriamente diferentes entre las dos series, como puede
notarse en C). Sin embargo, como la absorbancia es una propiedad aditiva para el sistema en estudio
(Figura 2), el empleo el cociente Abssyonm/AbS700nm cOMo indicador del estado de agregacién entre los
diferentes ensayos no precisa de medidas del mismo orden de magnitud.

La gréfica AbsyondAbS;oonm VS. Concentracion de Plomo tiene dos zonas bien
diferenciadas (Figura 18). La primera zona va h&gpm, y en ella el parametro
desagregacion es practicamente el mismo para laedidas realizadas, incluida la
solucion blanco. Estos ensayos eran los resultaogositivos observados en la
evaluacion a “ojo-desnudo”. La segunda zona coraieon la medida de 4ppm, el limite
de deteccion fijado en la primera etapa. En esa 8e produce un aumento sostenido
del cociente de absorbancias, que puede asociaestathente con mayores niveles de
desagregacion del complejo AuNPs-DNAzyma como coregcia del aumento de la
concentraciéon de Pb(ll), el cofactor que permitelefaje. En particular, el valor del
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parametro para el ensayo de 10ppm se encuentra ceuga del limite de
AbssoonndAbSroonm tedrico, que surge del cociente calculado paraAlalPs aisladas
previo a la construccion del sensor (el limite im®dsurge de asumir que “las AuNPs del
sensor no pueden desagregarse aln mas que las AighNiess”).

| 4 1laserie de medidas
| v 2aserie de medidas

Ecuacion:
y=A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))

Abs520nm/Abs700nm

Chir2/DoF =0.11286
R"2 = 0.97203

Al 1.45387 +0.19578
A2 8 +0
x0 8.27521 +0.27965

1 dx 1.70155 +0.29993
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentracion Pb(ll) (ppm)

Figura 18: Grafica Concentracion de Pb(ll) vs. Abssyonm/AbS70onm Y ajuste sigmoideo a los resultados
experimentales. Se distinguen las medidas provenientes de las dos series realizadas y se observa cdmo
se ajustan a una Unica tendencia a pesar de que sus valores de absorbancia absolutos (Figura 17) son
completamente diferentes.

Las dos zonas bien diferenciadas y el limite tedestablecido sirven para realizar un
ajuste sigmoideo con los resultados obtenidos gretsayos. Este tipo de ajuste es el
mismo que realizan Liu & Lu en los articulos oraj#s.[27, 63] La zona de transicion de
la curva se ubica entre 4ppm y 12pmm, y podriazatde como indicador de la
concentracion de Pb(ll) para analisis semi-cudiwtite. La estabilizacion del cociente de
absorbancias en este ajuste se lograria para sghmreencima de 12ppm. De todas
formas, se recuerda que el ensayo de 20ppm naaesyltados positivos ya que se
produce una reaccion inesperada entre el complePA-DNAzyma y el ion metélico.

En resumen, el empleo de AuNPs de 17.7nm de dianfeincionalizadas con
oligdmeros de ADN y de una variante asimétricaadeMAzyma 17E permitié construir
un sensor colorimétrico para detectar Pb(ll) em@ohes acuosas. El sensor funciona
sobre un soporte inerte y ofrece resultados innexligambia de color de violeta oscuro
a rojo intenso, para concentraciones de Pb(ll)epoima de 4ppm. Para medidas a “ojo-
desnudo” el sensor solamente funciona como insttoren ensayos cualitativos, ya que
resulta muy complicado distinguir diferentes todesrojo entre los resultados positivos
obtenidos. En cambio, empleando el cocientesAhgAbsroonm €S posible establecer un
rango de deteccion semi-cualitativo entre 4ppm pph2 Valores de Pb(ll) por debajo
de 4ppm producen la misma sefial que la solucigrcobla
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PERSPECTIVAS DEL SENSOR PARA ANALISIS DE Pb(II) EN SANGRE

¢Es posible adaptar el sistema disefiado para aea=tudios de Plombemia? En
principio, el primer gran problema surge al evalelalimite de deteccion instrumental.
El sensor solo puede detectar concentraciones (B ptr encima de 4ppm, mientras
que el limite de intervencion de Pb(ll) en sangefinido por los organismos
internacionales es de 0.1ppm, cifra poco mas derden por debajo del limite de
deteccion del instrumento. Con el sensor tal com® disefiado en este trabajo, la
diferencia entre los dos limites resulta infrandpeed no seria posible determinar casos
de contaminacion por Plomo analizando directameméemuestra de sangre cruda.

En la construccion del sensor se esperaba llegar hmite de deteccibn mas bajo,
similar a los que obtienen Liu & Lu en las difeentersiones de sus instrumentos.[27,
63]

Diferentes alternativas se presentan para solucieste problema del limite de
deteccion. Empleando el mismo sistema construideste trabajo, se podria trabajar
sobre muestras de sangre digeridas y concentrAtlasaporar todos los componentes
volatiles y digerir la materia organica, las ceniresultantes de este proceso contienen
todo el Pb(ll) de la muestra original y pueden spgmderse en un volumen de solvente
menor, cuestion de aumentar la concentracion ynzéael limite de deteccion. Sin
embargo, realizar este proceso de digestion aunsggméicativamente el tiempo y la
complejidad del analisis y ademés implica desamftevarias de las caracteristicas
principales y deseables de los sensores colorirnétri

Otra alternativa pasa por buscar soluciones quaitzar bajar el limite de deteccién a
través de cambios en el disefio del sensor. Pompkemsumiendo que el problema se
encuentra en la etapa de desagregacion postefi@radicion de Pb(ll), se pueden
modificar algunos aspectos del sistema, como &i@ de enlaces AT sobre CG en la
DNAzyma o el largo de los oligonucledtidos de lasrivhtizaciones. Estas
modificaciones permiten lograr uniones mas labie® pueden romperse frente a
variaciones de energia menores o0 quizad menorexmaciones de Pb(ll). Ademas,
también se ha estudiado que el aumento del tamaflasdAuNPs puede favorecer
algunos aspectos de esta etapa, como la velocalddsdigregacion del sistema.[64]
También se desconoce como pueden interferir emnghye los otros componentes
presentes en la sangre. El Pb(ll) puede encontdarsarias formas dentro del torrente
sanguineo (libre en solucion, ocupando los sitiesZd en la enzima ALAD de los
eritrocitos, entre otros), y la disponibilidad deda una de ellas para la reaccion de la
DNAzyma no esta estudiada. El color de la sangra paalisis de muestras crudas sin
diluir también puede resultar un problema.

Las dos alternativas planteadas conservan el dige@ mecanismo de deteccion

empleado en este trabajo, pero también puede aesifactivo investigar sobre otros

sistemas de caracteristicas similares.

Un articulo publicado en 2009 describe un nueves@erolorimétrico para detectar

Pb(ll), también elaborado a partir de AuNPs y laA2ima 17E.[72] Este nuevo sistema
aprovecha las propiedades de union diferenciatesitADN simple hebra y doble hebra
con las AuNPs, y permite crear un disefio y mecamdendeteccion mas simple, ya que
prescinde de la funcionalizacion a través del Ado (Figura 19).
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Figura 19: Mecanismo de deteccién del nuevo sensor. Después del clivaje inducido por el Pb(ll), se
produce la liberacién de una molécula simple hebra de ADN, que se adsorbe en la superficie de las
AuNPs. La adicion de NaCl al complejo no afecta a las AuNPs adsorbidas con ADN, pero produce la
agregacion de las AuNPs no tratadas con Pb(ll). Adaptado de Ref. [72].

Otro aspecto a evaluar es el costo de cada enkayeste sentido, para tener cierta
ventaja en futuras aplicaciones reales la alteraate medicidon planteada no debe ser
mas costosa que los métodos de referencia. A mirtios precios de cada uno de los
reactivos y de la cantidad que se emplea en cadigaise calcula que el precio de
ensayo es de alrededor de € 0.8 (Cuadro 2). Ektepuzede compararse con los US$ 55
que cuesta realizar el andlisis actualmente emgtekantécnica AAS.

CUADRO 2: DETERMINACION DEL COSTO DE ENSAYO

Precio de los componentes del sensor:

e HAuCl;- 3 H,0=100 € por 0.5g

e Hebra “enzima” = 30 € por 0.2umoles

e Hebra “sustrato” = 70 € por 0.2umoles

e ADN 5'modificado = 70 € por 0.2umoles

e ADN 3'modificado = 70 € por 0.2umoles
HAuUCl, - 3 H,0 en sintesis 0.0195g = 3.9€, sirve para realizar aprox. 5 derivatizaciones
ADN 5’modificado en derivatizacion 0.06umoles > 21€, sirve para realizar aprox. 10 ensamblados
ADN 3'modificado en derivatizacion 0.06umoles = 21€, sirve para realizar aprox. 10 ensamblados

Hebra “enzima” en ensamblado 0.012umoles = 1.8€, sirve para 10 ensayos de Pb(ll)

Hebra “sustrato” en ensamblado 0.005umoles = 1.75€, sirve para 10 ensayos de Pb(ll)

1 Sintesis de AuNPs permite realizar 10 derivatizaciones. 1 derivatizacion permite realizar 10
ensamblados. 1 ensamblado permite analizar 10 soluciones de Pb(ll)

Costo por ensayo = Costo AuNPs + Costo ADN 5"y 3" + Costo H. “sutrato” + Costo H. “enzima”
Costo por ensayo =2 x (3.9€/(5x10x 10)) + 2 x (21€ / (10 x 10)) + (1.75€ / 10) + (1.8€ / 10)

Costo por ensayo = 0.8€
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CONCLUSIONES

Se logré construir un sensor colorimétrico “posithegativo” que funciona sobre

soportes inertes y que permite detectar, a simpta y de forma inmediata, soluciones
de PDb(ll) con concentraciones iguales o mayorggpan4 Para concentraciones de Pb(ll)
entre 4ppm y 12ppm, el cociente de &bs{Abs;oonm podria llegar a ser util para

establecer un rango de andlisis “semi-cuantitativo”

Para poder adaptar el sensor de Pb(ll) para anédksPlombemia es necesario optimizar
varios aspectos del sistema. El principal problemael sensor disefiado surge por la
diferencia entre el limite de deteccion del insteato y el limite de intervencion de
Pb(ll) en sangre establecido por los organismosreferencia. Sin embargo, las
caracteristicas del ensayo, como la sefial colatitaéd el resultado instantaneo, y el
bajo costo relativo por medida son algunas de dgdajas que presenta este sistema y
gue motivan a continuar el trabajo en este sentido.
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